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I. Introduction 
 
I.1 Le paludisme 
 
L’agent infectieux responsable du paludisme est un protozoaire appartenant au Phylum des Apicomplexa, du genre 
Plasmodium, dont le cycle biologique alterne entre phases de développement chez le moustique et chez l'homme : 
 Un cycle asexué chez l’homme dit la shizogonie ou la mérogonie 
 Un cycle sexué chez le moustique dit la sporogonie ou la gamogonie 
Cinq espèces peuvent parasiter l’homme : Plasmodium falciparum; P. vivax ; P. malariae, P. ovale  P. knowlesi  
L’homme contracte le paludisme à P. falciparum lors d’une piqûre par un Anophèle femelle infecté. Le moustique 
injecte avec sa salive les parasites sous forme de sporozoïtes fusiformes qui ne restent dans la circulation qu’une 
demi-heure avant de gagner le foie. L’infection commence alors par une phase asymptomatique de développement 
au sein de l'hépatocyte, où s’effectue le cycle exo-érythrocytaire (ou pré-érythrocytaire). Au cours de ce cycle, les 
sporozoïtes présents dans les hépatocytes croissent et finissent par une masse multinuclée volumineuse de 40 à 
100 µm appelée schizonte ou corps bleu. Cette phase de multiplication des sporozoïtes dure environ une semaine et 
s’achève par l’éclatement du schizonte hépatique libérant plusieurs dizaines de milliers de mérozoïtes qui passent 
dans la circulation sanguine. Le cycle asexué érythrocytaire s’amorce alors par l’invasion des mérozoïtes dans les 
érythrocytes. Lors de l’invasion de l’érythrocyte, le parasite est entouré par une vacuole parasitophore dont la 
membrane forme une barrière entre le parasite et le cytoplasme de l’érythrocyte. A l’intérieur du parasite, on 
identifie des compartiments impliqués dans la synthèse et la maturation des protéines parasitaires comme un 
réticulum endoplasmique et un Golgi. A partir de ces organites, les protéines parasitaires sont soit adressées vers 
d’autres organites à l’intérieur même du parasite, soit exportées dans le cytosol et vers la membrane érythrocytaire 
par l’intermédiaire de structures membranaires intra-érythrocytaires parasitaires.  
Au sein de l'érythrocyte, le cycle de développement du parasite dure 48 heures (figure 1), pendant lesquelles le 
parasite remanie la cellule hôte afin d’exporter des protéines variantes vers la membrane de l’érythrocyte infecté. 
Les mérozoïtes évoluent en trophozoïtes possédant une vacuole digestive volumineuse où le contenu du cytoplasme 
érythrocytaire (prinicpalement l’hémoglobine) est dégradé, procurant une source de nutriments essentiels; l’hème est 
polymérisée en hémozoïne, dit pigment parasitaire. Les trophozoïtes rentrent dans une phase réplicative intense 
aboutissant alors à un schizonte. L’éclatement du schizonte mûr rompt l’érythrocyte hôte et libère de nouveau des 
mérozoïtes qui initieront un nouveau cycle érythrocytaire. Après plusieurs cycles, certains parasites s’orientent vers 
une voie sexuée, formant des gamétocytes mâles et femelles. 
 
Figure 1 : Cycle de développement du parasite 
 
I. 1. 1 Les différentes formes clinique de paludisme 
 
Avec 149 à 274 millions de cas cliniques, et environ 655.000 de morts par an selon l’Organisation Mondiale de la 
Santé (OMS), P. falciparum est de loin la plus virulente des cinq espèces qui infectent l'Homme et constitue l’un des 
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principaux problèmes de santé publique qui freinent le développement des pays les plus pauvres du monde. En 
2010, 90% de l’ensemble des décès dus à P. falciparum ont été enregistrés en Afrique Subsaharienne, 
principalement chez des enfants de moins de cinq ans. Typiquement, l'infection à P. falciparum se caractérise par des 
épisodes de fièvre aigus correspondant à l’éclatement du schizonte mûr. Ces accès fébriles sont soit irréguliers ou 
apparemment continus si les ruptures de schizontes sont asynchrones, soit réguliers si l’éclatement des schizontes 
est synchrone (toutes les 48 heures). Les premiers symptômes de l’infection apparaissent généralement au bout 
d'une dizaine de jours après la piqûre de l’anophèle infectante, correspondant à la durée du cycle hépatique du 
parasite chez l’homme et à celle nécessaire pour que les premiers cycles érythrocytaires génèrent une charge 
parasitaire d’un niveau suffisant pour déclencher les symptômes. Ces symptômes, fièvre, vomissements, frissons et 
maux de têtes, peuvent être modérés ou sévères, mais sont peu spécifiques et souvent difficiles à attribuer à une 
infection palustre. En absence de traitement adapté, le paludisme à P. falciparum peut rapidement évoluer vers une 
forme sévère, voire mortelle, telle que le paludisme cérébral ou accès pernicieux. Les conséquences cliniques d’une 
infection à P. falciparum ne sont jamais les mêmes d’un individu à l’autre ainsi que la sévérité de la maladie. En 
effet, cette dernière est très dépendante du statut génétique de l’hôte ainsi que l’âge de l’individu. Le répertoire 
immunitaire de l’hôte acquis au cours des années de vie est également déterminant sur la sévérité de la maladie. La 
richesse de ce répertoire est très dépendante du niveau de transmission et des souches parasitaires présentes dans la 
zone d’habitation de l’individu. Le croisement entre les fluctuations du taux de transmission et le développement 
d’un répertoire immunitaire aboutit à un paludisme avec différentes formes cliniques ; d’une forme asymptomatique 
à une forme symptomatique en passant par des formes sévères. Dans les régions à haute endémicité, seul le jeune 
enfant est susceptible de développer les formes les plus sévères voire mortelles. A l’inverse, en région à faible 
transmission, l’individu à l’âge adulte peut développer des formes sévères de paludisme.  
A côté de de la chimiorésistance, on distingue deux autres facteurs parasitaires de virulence décrits chez 
P. falciparum ; d’une part, les parasites à l’origine de formes graves se multiplient plus rapidement au sein de l’hôte 
que ceux responsables des accès simples (sans que les facteurs associés à cette forte prolifération ne soient 
identifiés) [1]; d’autre part, le phénomène de séquestration constitue l’autre facteur de virulence de P. falciparum 
[2]. Ces phénomènes auront pour conséquence la diminution du débit sanguin vasculaire, voire l’obstruction des 
capillaires sanguins des organes cibles. Les érythrocytes infectés par des parasites à un stade mature sont éliminés 
de la circulation sanguine par le filtre splénique s'ils sont incapables d’adhérer dans les organes profonds [3]. La 
variation de séquence des antigènes exprimés à la surface des érythrocytes parasités représente une stratégie 
d’échappement au système immunitaire de l’hôte. Ces deux phénomènes de séquestration et de variation antigénique 
contribuent à la survie du parasite chez l’hôte. Ce phénomène de séquestration met en jeu un ligand parasitaire, 
l’adhésine membranaire PfEMP-1, exprimée à la surface des érythrocytes infectés au stade trophozoïte mature et 
schizonte par un mécanisme complexe d’interactions entre protéines parasitaires et érythrocytaires aboutissant à la 
formation de protubérances ou « knobs » [4,5]. L’originalité de cette famille d’adhésine est son affinité envers 
certains récepteurs endothéliaux que sont notamment la Molécule d’Adhésion Intercellulaire (ICAM-1), la Molécule 
d’Adhésion des Cellules Vasculaires (VCAM), le CD36 ou encore la Chondroïtine Sulfate A (CSA). Cette affinité 
pour différents récepteurs s’explique par des variations de séquence des protéines PfEMP-1 [6]. Selon la séquence 
protéique exprimée, la cible de séquestration des érythrocytes parasités varie [7]. L’exemple type de cette 
séquestration dûment choisie selon la nature de l’adhésine exprimée par le parasite est le paludisme associé à la 
grossesse. Il est l’une des formes graves de paludisme définies par l’OMS avec le paludisme cérébral.  
 
I. 1. 2 Moyens de lutte contre le Paludisme 
 
De nombreuses approches vaccinales ont  été envisagées ciblant soit les stades hépatiques en inhibant l’invasion des 
hépatocytes par les sporozoïtes ou en inhibant la libération des mérozoïtes hépatiques, soit au niveau des stades 
érythrocytaires dont l’impact serait conséquent dans la mesure où le cycle érythrocytaire est responsable des formes 
cliniques de l’infection [8], soit au niveau de la transmission en inhibant le stade de développement sexué du 
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parasite [9] (figure 2).   
 
Figure 2 : Présentation des différentes stratégies vaccinales envisagées, Stade Pré-érythrocytaire ; Stade 
érythrocytaire et stade de transmission http://www.infectiologie.org.tn/ 
Parmi la vingtaine de candidats vaccin, le vaccin RTS’S mis au point par le laboratoire GlaxoSmithKline en 1987 a 
été le premier a montrer une efficacité chez le jeune enfant, protection qui tombe progressivement à zéro la 
quatrième année [10]. Malgré les efforts considérables de la communauté scientifique afin d’établir une stratégie 
vaccinale de l’infection à P. falciparum, une prévention vaccinale n’est actuellement pas envisageable. 
Les approches médicamenteuses représentent actuellement la meilleure arme dans la lutte contre le paludisme 
malgré des taux de résistance importants à plusieurs molécules. Depuis 2009, la stratégie mise en place par 
l’organisation mondiale de la santé est de préconiser une prévention à l'aide d'une bithérapie à dose curative basée 
sur les travaux d’Aponte et al., montrant l’efficacité du traitement préventif intermittent à la sulphadoxine – 
pyrimethamine à partir d’une méta-analyse de six essais clinique sur 7930 enfants [11]. C’est sur cette base que 
l’OMS recommande actuellement le traitement préventif intermittent pour la lutte contre ces deux formes graves de 
paludisme chez le jeune enfant et au cours de la grossesse.  
Le traitement préventif intermittent à la sulphadoxine – pyrimethamine à deux doses au cours de la grossesse est la 
stratégie actuelle de lutte contre le paludisme associée à la grossesse. Toutefois, il est clairement démontré que P. 
falciparum s’est adapté à ces deux drogues par des mutations sur les gènes cibles de ces molécules [12]. L’efficacité 
de ce traitement préventif intermittent n’est actuellement pas remise en cause malgré les taux de mutations élevés et 
une charge parasitaire persistante chez la femme. Mais il est évident qu’une alternative à cette stratégie de lutte reste 
urgente [13]. Malheureusement, il en est de même pour le traitement préventif intermittent chez le jeune enfant, où 
plusieurs études récentes montrent des taux important de mutations et une perte de l’efficacité du traitement 
sulphadoxine – pyrimethamine[14,15]. 
Les moyens de lutte dont nous disposons actuellement sont donc de moins en moins efficaces, en raison des 
résistances multiples des parasites aux traitements et de l'extension progressive de la résistance des moustiques aux 
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insecticides. Actuellement, les pyréthrinoïdes constituent la seule classe d’insecticides recommandée par l’OMS 
pour l’utilisation sur des moustiquaires. L’organisation mondiale de la santé considère néanmoins que les 
moustiquaires imprégnées d'insecticide représentent une stratégie majeure de prévention de l'infection.  Un 
important programme de distribution de ces moustiquaires est implémenté dans de très nombreux pays d'endémie, le 
plus souvent sous l'égide des programmes nationaux de lutte contre le paludisme.  Le séquençage du génome de P. 
falciparum a rendu possible les études de transcriptomique et de protéomique améliorant les connaissances sur la 
biologie du parasite afin de définir de nouvelles cibles thérapeutiques. Le développement de nouveaux outils de lutte 
est d'une grande urgence, c'est pourquoi des efforts importants sont consacrés à la recherche de vaccins et de 
nouveaux médicaments contre le paludisme. 
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I.2  L’érythrocyte 
 
La cellule érythrocytaire, communément appelée globule rouge est synthétisée 
dans la moelle rouge au cours de l’érythropoïèse. Mature, l’érythrocyte est un 
disque biconcave, anucléé, incapable de synthétiser des protéines et de se diviser. 
Porteur d’hémoglobine cytoplasmique, son rôle primaire est le transport de gaz, 
oxygène mais aussi dioxyde de carbone. 
 
 
L’hémoglobine est une combinaison de quatre molécules d’hème, chacune associée à un atome de Fe++, et de quatre 
chaines de globine. C’est par l’hémoglobine que l’érythrocyte véhicule l’oxygène au travers des tissus. Au fur et à 
mesure de la libération de l’oxygène, l’hémoglobine va inversement se lier au dioxyde de carbone limitant les 
variations du pH sanguin.  
Le maintient de la fonction érythrocytaire dans la circulation est assuré par un juste équilibre entre la clairance par 
les macrophages de la rate et du foie, des érythrocytes âgés ou endommagés et la néo-synthèse d’érythrocytes afin 
d’optimiser l’apport continuel de l’oxygène dans les tissus. Dans des conditions de détresse respiratoire, le manque 
d’oxygène stimule l’érythropoïèse à titre de compensation.  
Les organismes multicellulaires présentent des membranes plasmiques complexes séparant le milieu extracellulaire 
du milieu intracellulaire. Ces bicouches lipidiques sont néanmoins relativement fragiles, un réseau multi-protéique 
localisé directement sous la bicouche lipidique permet d’assurer une certaine cohésion membranaire. Il s’agit du 
squelette membranaire qui forme des structures à la fois souples et résistantes, distinguables du cytosquelette 
d’actine. C’est dans l’érythrocyte que le squelette membranaire fut caractérisé pour la première fois, d’une part 
parce que son squelette est simple comparé à ceux que l’on trouve dans les cellules nucléées, et d’autre part parce 
que les globules rouges sont facilement accessibles en grande quantité pour des approches expérimentales 
biochimiques, biophysiques et microscopiques. Le squelette membranaire fut ainsi défini comme le résidu protéique 
insoluble obtenu après traitement à froid des membranes plasmiques par un détergent non ionique [16]. La cellule 
érythrocytaire de par son squelette membranaire possède une grande capacité de déformabilité et de souplesse 
s’adaptant à chaque diamètre capillaire afin d’assurer le transport de l’oxygène au travers de l’organisme (figure 3). 
Cette particularité est liée à la grande surface cellulaire de l'hématie pour un petit volume, mais également à la 
présence d’une protéine, la spectrine. Celle-ci représente environ 25% des protéines sub-membranaires 
érythrocytaires et est composée de deux chaînes (α et β), associées côte à côte de façon antiparallèle pour former des 
hétérodimères αβ. Elles constituent ainsi les filaments d’un réseau caractérisé sous la bicouche lipidique de la 
membrane érythrocytaire se distinguant des réseaux d'actine, de tubuline et des micro-filaments intermédiaires de 
l’érythrocyte. Ce filament de spectrine est en interaction avec d’autres protéines du squelette membranaire formant 
les nœuds du maillage appelés « complexes de jonction ». Cette protéine très abondante au sein de l’érythrocyte, 
associée au squelette membranaire, est responsable de la forme et des propriétés dynamiques (stabilité et 
déformabilité) de l’érythrocyte [17,18]. 
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Figure 3 : Membrane érythrocytaire saine montrant le réseau de spectrine associé au réseau 
d’actine (Nicolas. G HDR 2008) 
 
I. 3  Le phénomène de séquestration   
  
Lors du développement érythrocytaire de P. falciparum, deux grandes formes parasitaires vont se distinguer : les 
formes jeunes circulantes, et les formes matures correspondant aux stades trophozoïte âgé et schizonte. Ces 
dernières sont quant à elles retenues dans les capillaires sanguins des organes profonds comme le cerveau, les reins 
ou les poumons [19,20]. 
Au fil du déroulement du cycle érythrocytaire, deux phénomènes d’adhérence sont observés, l’un se déroulant au 
début du cycle érythrocytaire : le phénomène de reconnaissance et d’invasion des cellules érythrocytaires par le 
mérozoïte; l’autre lors de la maturation des parasites : le phénomène de séquestration des érythrocytes parasités, 
capables d’adhérer à différents récepteurs exprimés par certaines cellules de l’hôte. Ces mécanismes d'adhérence 
permettent au parasite d’échapper aux système de immunitaire de l’hôte, soit en rentrant dans les cellules, soit en 
retirant les érythrocytes parasités du flux circulatoire pour éviter le filtre splénique [21]. Cette capacité dont fait 
preuve le parasite à provoquer le retrait des érythrocytes infectés est essentielle à sa survie au sein de son hôte.  
Cette séquestration des érythrocytes parasités est rendue possible par l’apparition de protubérances à la surface de 
l’érythrocyte, appelées « knobs » [22]. L’apparition de ces structures est liée au stade de maturation des parasites à 
l’intérieur des érythrocytes infectés, suggérant ainsi que les knobs sont responsables de leur adhérence aux cellules 
endothéliales. Ce phénomène de séquestration, indispensable et bénéfique pour P. falciparum, est à l’inverse un 
évènement néfaste pour son hôte et à l’origine de pathologie. En effet, ce mécanisme peut être plus ou moins bien 
toléré par l’hôte en fonction du tissu cible et de la densité parasitaire. L’accumulation d’érythrocytes parasités au 
sein d’un tissu reste peu anodine et non sans conséquence. Peu de travaux ont étudié l’impact direct des érythrocytes 
parasités sur les tissus cibles. Le paludisme associé à la grossesse est l’une des formes où le lieu de séquestration, le 
placenta, est facilement accessible pour évaluer l’impact d’une telle accumulation au sein du tissu placentaire. Les 
observations anatomo-pathologiques de placentas parasités montrent d'importantes lésions inflammatoires avec des 
dépôts de fibrinoïde similaires à une intervillite chronique [23]. Cependant, il reste difficile d’évaluer directement 
cet impact sur la formation et les fonctions du placenta. Les expérimentations in vitro à partir de lignées parasitaires 
mises en contact avec des cellules primaires de trophoblastes sont rares car difficiles à mettre en œuvre, et 
l’évaluation des conséquences directes de la séquestration d’érythrocytes parasités sur le développement du 
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trophoblaste ne sont pas évidentes à corréler en s’affranchissant de  l’effet d’asphyxie des cellules due à la présence 
d’érythrocytes.  
Le paludisme cérébral est, quant à lui, le plus souvent associé à une cytoadhérence importante des érythrocytes 
parasités au niveau des micro-vaisseaux cérébraux. Une étude portant sur 65 patients décédés de paludisme grave en 
Thaïlande et Viêtnam a montré que le décès lié à un paludisme cérébral était directement associé à la séquestration 
massive des érythrocytes parasités dans les capillaires micro-vasculaires cérébraux; de plus, le nombre 
d’érythrocytes séquestrés était corrélé au coma pré-mortem [24]. Une autre étude a démontré, chez des patients du 
Viêtnam, une corrélation entre la congestion micro-vasculaire et la séquestration d’érythrocytes parasités comme 
prédicateur d’un paludisme cérébral [25].  
Il est également démontré que la séquestration des érythrocytes parasités au sein d’un tissu induit des 
dysfonctionnements vitaux pour l’organe cible comme une sécrétion de cytokines (TNFα, IFN) pouvant stimuler la 
production de monoxyde d’azote (NO) [26,27]. Le monoxyde d’azote est une cause de vasodilatation, entrainant une 
hypertension intracrânienne associée au paludisme cérébral. La présence massive d’érythrocytes parasités au sein 
d’un tissu a pour conséquence une hypoxie tissulaire et métabolique, comme une hypoglycémie ou une acidose 
lactique.  
La séquestration des érythrocytes parasités dans les organes profonds dépend de l’affinité entre l’antigène variant de 
surface exprimé par le parasite (à la membrane de l’érythrocyte) et des récepteurs endothéliaux de l’hôte. On 
rapproche de ce phénomène, deux autres manifestations d’adhérence des hématies infectées. L’agglutination des 
érythrocytes parasités soit avec des cellules plaquettaires, on parlera alors de clumping [28] ; soit avec des hématies 
saines et on évoquera un phénomène de rosetting [29].  
Ce mécanisme de rosetting est un facteur de virulence du parasite qui serait associé aux formes cliniques de 
paludisme. Quelques études montrent l’importance de ce phénomène, dont une étude conduite sur 209 isolats issus 
d’enfants présentant un accès grave de paludisme qui montre que le rosetting contribue à la pathogénèse des formes 
graves de paludisme [30]. Une autre étude menée sur 111 isolats issus d’enfants présentant un paludisme, a 
également montré que le phénomène de rosetting était préférentiellement associé aux isolats issus d’accès grave de 
paludisme en comparaison à des accès simple [31].  Horata et al. ont démontré qu'une sous région (cys/PolV) au 
sein du domaine DBL de l’adhésine PfEMP-1 était associée à la formation des rosettes dans le cadre d’un 
paludisme cérébral et simple [32].  
Récemment, le phénomène de clumping a aussi été décrit comme associé à la sévérité de l’infection [33,34]. La 
figure 4 résume les divers modes de liaison des érythrocytes parasités : 1/ récepteurs endothéliaux (b) ; 2/ cellules 
plaquettaires (c) et 3/ érythrocytes sains (d), aboutissant tous à la séquestration de ces érythrocytes dans le tissu 
cible.  
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Figure 4 : Phénomène de séquestration des érythrocytes parasités [29]. A) mécanisme de séquestration des 
érythrocytes parasités, B) phénomène de cytoadhérence des érythrocytes parasités sur des cellules endothéliales, C) 
mécanisme de rosetting des érythrocytes parasités avec des érythrocytes sains, D) agrégats d’érythrocytes parasités 
avec des cellules plaquettaires. 
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I. 4 Modification de l’hématie infectée par P. falciparum 
 
I.4.1 L’apparition de protubérances « knobs » 
 
Les knobs sont des protubérances à la surface de l’érythrocyte parasité décrites pour la 
première fois en 1966 à partir d’isolats collectés chez de jeunes enfants présentant une 
infection à P. falciparum [22]. Et c’est en 1979 qu'une protéine majeure de ces 
structures, la protéine KAHRP (Knobs Associated Histidin Rich Protein), a été 
caractérisée par [5]. 
 
Les knobs apparaissent en microscopie électronique à transmission et/ou à balayage comme une élévation de la 
surface de l’érythrocyte, dense aux électrons, localisée en dessous de la membrane. Ces protubérances se 
développent au cours de la maturation parasitaire, pour atteindre un diamètre variable de 75-150 nm pour une 
hauteur de 25 nm et un volume d’environ 500 000 nm3 [35]. La microscopie à force atomique (AFM) a permis de 
définir le nombre et le stade de développement des knobs à la surface de l’érythrocyte parasité. Il est ainsi montré 
qu’au stade jeune du parasite, on n’observe aucune déformation de la membrane de l’érythrocyte et on n'identifie 
aucune protubérance. On observe leur apparition dès le début du stade trophozoïte âgé. Enfin, le nombre de knobs à 
la surface de l’érythrocyte est proportionnel au nombre de parasites infectant la cellule [35]. La caractérisation en 
microscopie à force atomique de ces protubérances à partir d’isolats de P. falciparum issus d’enfants au Ghana 
montre que la densité des knobs dépend du développement du parasite au sein de la cellule érythrocytaire mais 
également de la nature de l’isolat [36]. 
La concomitance du développement des knobs et la cytoadhèrence des érythrocytes parasités suggère une relation 
entre les deux [37]. La protéine KAHRP apparaît pour être indispensable à la formation de ces protubérances. Une 
étude mettant en œuvre l’invalidation génique du gène kahrp a montré l’absence de protubérance à la surface de 
l’érythrocyte parasité en absence de l’expression de la protéine KAHRP et l’incapacité pour ces érythrocytes 
parasités de se fixer aux récepteurs endothéliaux [37,38]. Il a également été décrit des interactions entre la protéine 
KAHRP et les protéines du cytosquelette de l’érythrocyte comme la spectrine, l’actine ou l’ankyrine [35,39,40]. Les 
travaux Pei et al, ont permis de préciser l’interaction entre la protéine KAHRP au niveau des résidus 370-440 et un 
motif unique de la chaine α du réseau de spectrine [41]. Il apparaît également dans cette étude que l’absence de ce 
motif de spectrine bloque l’assemblage de la protéine KAHRP à la membrane de l’érythrocyte.  
D’autres protéines comme MESA (Mature parasite-infected Erythrocyte Surface Antigen ou PfEMP-2), RESA 
(Ring-infected Erythrocyte Surface Antigen), PfEMP-3 (Plasmodium falciparum Erythrocyte Membrane Protein 3) 
et Pf332 sont également impliquées dans la structure des knobs et participent au remodelage de la membrane 
érythrocytaire (figure 5). La protéine MESA est une phosphoprotéine d'une taille de 250-300 kDa qui est associée au 
cytosquelette membranaire de l’érythrocyte dont la spectrine et l’actine [41,42] mais n’est pas exposée à la surface 
de l’érythrocyte. Son invalidation n’a pas montré de diminution des knobs à la surface de l’érythrocyte, ni 
d’incapacité des érythrocytes parasités à se lier aux récepteurs endothéliaux. A l’inverse, l’absence d’expression de 
la protéine PfEMP-3 diminue la cytoadhérence des érythrocytes parasités [37]. La protéine RESA, également liée 
aux protéines du cytosquelette membranaire de l’érythrocyte, est, quant à elle, exportée vers la membrane de 
l’érythrocyte au stade post-invasion du parasite par les mérozoites et disparait au moment de l’expression de MESA 
[37].  
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Figure 5 : Structure protéique des knobs permettant l’adressage des 
antigènes variants de surface, PfEMP-1 [43] 
 
Ces protubérances sont donc un réseau d’interactions entre les protéines de P. falciparum et les protéines du 
cytosquelette membranaire de l’érythrocyte. Les protéines dédiées à la membrane de l’érythrocyte empruntent la 
voie sécretoire du réticulum endoplasmique et de l’appareil de Golgi pour être adressées à la vacuole parasitophore. 
L’export de ces protéines de la vacuole parasitophore du parasite vers la membrane de l’érythrocyte est ainsi mise en 
place par une machinerie complexe de transport et de tri des protéines au sein d’une cellule totalement dépourvue de 
mécanismes de synthèse et d’export des protéines.  
L’adressage de ces protéines à la surface se fait via la membrane de la vacuole parasitophore [44] et elles sont 
acheminées du cytoplasme à la surface de l’érythrocyte par l’établissement de nouvelles structures membranaires : 
les Maurer’s clefts qui sont indispensables à la translocation de ces protéines à la surface de l’érythrocyte parasité 
[45,46]. Les Maurer’s clefts apparaissent en microscopie électronique comme des vésicules présentes dans le 
cytoplasme des érythrocytes parasités au stade trophozoïte. Ces vésicules sont un lieu de transit indispensable pour 
les protéines exprimées à la surface de l’érythrocyte parasité et semblent jouer un rôle majeur dans la virulence du 
parasite [47]. Une large proportion des Maurer’s clefts serait associée à l’ankyrine, permettant la stabilisation de ces 
structures [48]. L’une des protéines des Maurer’s clefts est la MAHRP2  Membrane Associated Histidine Rich 
Protein 2 qui présente une structure tubulaire et dont la localisation à la membrane des Maurer’s clefts assure la 
connexion des Maurer’s clefts avec la membrane de l’érythrocyte parasité [49], tandis que d’autre vésicules 
Maurer’s cleft semblent connectées à la membrane de la vacuole parasitophore [50].  
L’unique intérêt d’une telle machinerie élaborée par le parasite est l’export à la membrane de l’érythrocyte 
d’antigènes variant de surface (VSAs) dont les PfEMP-1, Plasmodium falciparum Erythrocyte Membrane Protein 1, 
qui sont directement impliqués dans la séquestration des érythrocytes parasités. Ces PfEMP-1 sont localisés aux 
sommets des protubérances [7,51,52]. La partie intracellulaire de la protéine PfEMP-1 serait associée à la protéine 
KAHRP qui interagit avec le cytosquelette membranaire de l’érythrocyte [53]. 
 
I.4. 2 La déformabilité membranaire 
 
La survie et la virulence de P. falciparum au cours du cycle érythrocytaire dépendent essentiellement des 
modifications membranaires de l’érythrocyte parasité. La fluidité de la membrane de l’érythrocyte est diminuée par 
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l’export des protéines KHARP et PfEMP-3 à sa membrane et une augmentation de la rigidité de la membrane est 
clairement observée. Cette rigidité induit une perte de capacité de l’érythrocyte à se déformer, indispensable pour 
circuler dans les micro-vaisseaux [54]. Une autre étude a montré en microscopie électronique à transmission (TEM) 
que des clones de 3D7 présentant des mutations sur la protéine KHARP ont une perte d’expression des knobs, 
entrainant un gain d’élasticité membranaire de l’érythrocyte [38].  
La déstabilisation de la membrane érythrocytaire est associée au stress oxydatif qui émerge des dépôts 
d’hémoglobine oxydée lors de l’infection à la membrane de l’érythrocyte [55]. Une étude exhaustive d’invalidation 
de gènes, couplée à un criblage d’identification des protéines exprimées, a mis en évidence huit protéines inconnues 
(PFB0106c ; MAL7P1.171 ; PF10_0025 ; MAL7P1.172 ; PF13_0076 ; PF14_0758 ; PFD1170c et PF10_0381). Les 
six premières semblent être liées à l’adressage d’antigènes variant de surface. L’altération de la déformabilité de la 
membrane érythrocytaire est induite par l’export de protéines parasitaire à la surface de l’érythrocyte. Ces huit 
protéines auraient également un rôle dans les propriétés de rigidité membranaire acquise par les érythrocytes 
parasités. Les protéines PFD1170c et PF10_0381 présenteraient des fonctions associées à la formation des knobs. 
L’invalidation de leurs gènes induit une diminution de la cytoadhèrence des érythrocytes parasités, comme lors des 
études réalisées sur le gène KAHRP [37]. Cette étude met en lumière le nombre important de protéines impliquées 
au cours de la croissance parasitaire, permettant au parasite une reconstitution complète de la cellule érythrocytaire, 
clé de sa survie au sein de son hôte [56]. 
 
I.4. 3 Adressage des antigènes variant de surface parasitaires 
  
Le parasite synthétise et organise les protéines qui sont nécessaires à sa survie. Au sein de l’érythrocyte, le parasite 
développe un important trafic pour exporter à la surface de l’érythrocyte parasité les protéines indispensables pour la 
formation des knobs permettant ainsi l’adressage de ces antigènes variant de surface, permettant la séquestration des 
érythrocytes parasites dans les organes profonds de l’individu. Ces protéines sont synthétisées par le réticulum 
endoplasmique protégé de l’environnement par une vacuole parasitophore. Les protéines destinées au milieu 
extracellulaire sont exportées au-delà de la vacuole parasitophore par l’intermédiaire d’un transporteur dépendant de 
l’ATP [44].  
Environ 8 % du génome de P. falciparum, soit environ 455 gènes, codent pour des protéines exportées du 
cytoplasme parasitaire, dont 256 coderaient pour les antigènes variant de surface (RIFIN, STEVOR et PfEMP-1) 
[57,58].  On distingue trois grands rôles aux protéines exportées ; celles interagissant avec le cytosquelette de la 
cellule érythrocytaire, permettant la croissance et la multiplication du parasite [37,41] ; celles augmentant la 
perméabilité de la membrane de l’hématie, favorisant ainsi le passage des nutriments [59,60]; et enfin celles 
impliquées dans le phénomène de séquestration et notamment les PfEMP-1 [61,62]. Les protéines exportées ont en 
N-terminus un court motif conservé qui apparaît comme un « code barre » permettant à la machinerie du parasite de 
cibler les protéines à exporter au travers de la membrane parasitophore [63].  
On distingue deux types de motifs : 1/ Le motif PEXEL-positive, pour Plasmodium export element ou VTS pour 
Vacuolar Transport Signal, commun aux autres espèces de Plasmodium [57]. Ce motif est une séquence consensus 
(RxLxE/Q/D) présentant en première position un acide aminé hydrophile chargé positivement : arginine ou lysine, 
suivi en troisième position d’un acide aminé hydrophobe: leucine ou isoleucine. En cinquième position, un résidu 
aspartate, glutamate ou glutamine est identifié. Les protéines qui présentent ce motif PEXEL-positive sont exportées 
depuis la vacuole parasitophore vers les Maurer’s Clefts pour être acheminées à la membrane de l’érythrocyte 
parasité, en transitant par la membrane de la vacuole parsitophore (figure 6b) [64,65]. Ce motif présente un site de 
coupure protéolytique situé après la leucine, un des acides aminés conservés de ce motif, clivable par l’enzyme 
Plasmepsin V résident du réticulum endoplasmique [66]. Une fois la coupure de ce motif par la Plasmepsin V, le 
motif PEXEL est dit mature, déclenchant l’expport de ces protéines à l’extérieur de la vacuole parasitophore (figure 
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6a)  [67,68]. La présence de mutation sur ce motif, principalement au niveau des acides aminés leucine et arginine, 
inhibe le site de coupure par la Plasmepsine V entrainant une défaillance dans l’export des protéines vers le milieu 
extérieur, montrant l’importance de la Plasmepsine V et du motif PEXEL dans l’export des protéines [67,69].  Le 
motif PEXEL-positive est retrouvé chez les familles multi-gèniques STEVOR, RIFIN et RESA ainsi que chez les 
protéines KHARP et PfEMP-3 [70].  
2/ Le motif PNEP pour PEXEL-Negative Exported Proteins (KxLxD), sans site de coupure à la Plasmepsine V, est 
décrit comme le second modèle d’export des protéines de type SBP1, REX, résidents des Maurer’s Clefts et 
MAHRP-1 [68].  Les protéines présentant ce motif sont exportées depuis la vacuole parasitophore vers le 
cytoplasme de l’érythrocyte par l’intermédiaire d’un « bourgeon » des Maurer’s Clefts sans transit (figure 6b).  
L’implication de ces motifs comme « codes barres » des protéines appartenant à l’exportome a été réévaluée 
récemment par Boddey et al., définissant l’exportome à 463 protéines possédant ces motifs, protéines dont la 
fonction principale est liée aux interactions avec la cellules hôte [69]. 
Enfin, les PfEMP-1 sont des protéines intégrales ne présentant pas de séquence signal en N-terminal. Elles seraient 
achéminées à la surface de l’érythrocyte par association avec les Maurer’s Clefts via des intéractions protéiques  
formant soit des agrégats soit un complexe soluble [70].  
 
 
Figure 6a : Clivage du motif PEXEL par la Plasmepsin V et motif PNEP non clivé ; 6b Adressage des protéines 
depuis le réticulum endoplasmique (ER) vers  la vacuole parasitophore (PV) puis export de ces protéines vers les 
Maurer’s Clefts (MC) en transitant ou non par la membrane de la vacuole parasitophore (PVM) [68]. 
 
I. 5 Le génome de Plasmodium falciparum 
 
En 1996, un effort concerté de la communauté scientifique internationale a permis de mettre en place un projet de 
séquençage et d’annotation du génome du clone 3D7 de P. falciparum. Entre 1998 et 1999, les chromosomes 2 et 3 
ont entièrement été séquencés [71,72] et il faudra attendre fin 2002 pour la publication du génome complet [73].  
Il est évident que les informations fournies par la séquence complète du génome de 3D7 facilitent la compréhension 
de la biologie de P. falciparum. D’ores et déjà, la cartographie fonctionnelle de l’ensemble des gènes 
spécifiquement exprimés à différents stades de développement du parasite a été rendue possible grâce à l’utilisation 
d'outils d’analyse exhaustive, comme les puces à ADN [74,75]. Les approches de génomique fonctionnelle utilisant 
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la transfection et les analyses protéomiques [76] vont encore davantage faciliter ce dépouillage moléculaire. 60% 
des gènes identifiés sont de fonction inconnue, les comparaisons des séquences génomiques avec celles des autres 
espèces de Plasmodium ainsi qu’avec celles du génome humain peuvent permettre d’identifier des voies 
métaboliques en vue de découvrir de nouveaux antigènes et/ou  de nouvelles cibles thérapeutiques. 
 
I. 5. 1 Composition et organisation du génome 
 
Le génome de P. falciparum est composé de 23 mégabases réparties sur 14 chromosomes comportant 5268 gènes 
présumés dont 3200 sont putatifs, avec une taille moyenne de 2300 paires de bases (pb), et dont la moitié est codant 
(52.6%) avec une taille moyenne de 950 pb [73].  La composition en nucléotides présente une très forte richesse en 
adénine (A) et en thymine (T), représentant en moyenne 80,6% du génome. Cette particularité confère à l’ADN une 
grande instabilité et rend le génome difficile à manipuler. Chaque gène est mono-cistron espacé par des inter-régions 
d’une taille de 1700 pb. Le génome code pour 43 ARN de transfert (ARNt), peu de gènes sont codant pour les ARN 
ribosomaux (ARNr). Les ARNr sont classifiés selon leur stade d’expression, les ARNr de type A sont 
préférentiellement exprimés chez l’hôte humain tandis que les ARNr de type S sont à l’inverse préférentiellement 
exprimés chez son hôte l’Anophèle [77]. Deux génomes extranucléaires additionnels sont également présents, un 
mitochondrial de 6 Kb et un plastidique de 35 Kb.  
 
I. 5. 2 Organisation chromosomique 
 
L’une des particularités du génome de P. falciparum est la complexité des terminaisons chromosomiques qui sont 
composées de 5 blocs sub-télomériques propres (SB 1 à 5) pouvant jouer des rôles différents au cours du cycle [73]. 
L’organisation chromosomique se compartimente en domaines conservés ou polymorphes. Les domaines conservés 
sont transcrits et localisés dans les régions centromèriques où l’on retrouve principalement les gènes de ménage. Les 
domaines polymorphes sont quant à eux situés dans la partie sub-télomérique, contenant des séquences répétitives 
absentes des domaines conservés [78]. Les domaines polymorphes ont une composition plus riche en adénine et 
thymine (figure 7). 
Au moins trois familles de gènes variant (var, rif et stevor) impliqués dans les phénomènes de variation antigénique 
sont préférentiellement localisés dans les régions sub-télomériques des chromosomes, séparés du télomère par des 
séquences répétitives en nombre variable de 1 à 6 appelées TARE pour Telomere-Associated Repeat Elements (ou 
Rep20 ) (figure 7) [79]. 
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Figure 7 : Organisation chromosomique du génome de Plasmodium falciparum [79]. A) Organisation du génome 
haploïde en 14 chromosomes linéaires B) Représentation schématique de terminaison chromosomique où se situe la 
partie hautement polymorphe (TAS) constituée d’une partie codante où l’on retrouve les familles des gènes var, rifin, et 
stevor et la partie non codante (TARE) C) Répartition des acides nucléiques adénine et thymine dans la partie 
polymorphe du chromosome.  
 
I. 5. 3 Composition protéique de P. falciparum 
 
Un total de 5300 protéines est prédit selon le génome de 3D7 de P. falciparum dont 60 % n’ont aucune similitude de 
séquence avec d’autres organismes, ne permettant donc pas de leur assigner une éventuelle fonction. L’étude de 
Florens et al. a permis d’identifier 46 % des protéines du génome avec une répartition en fonction de leur stade 
d’expression tout au long du cycle érythrocytaire [76]. Le protéome au stade sporozoïte apparaît très différent des 
trois autres, avec 49 % des protéines propres à ce stade, seules 25 % des protéines sont communes avec d’autres 
stades parasitaires. A l’inverse, les autres stades parasitaires (trophozoïte, mérozoïte et gamétocyte) partagent quant 
à eux 39 à 56 % de leurs protéines. Ainsi, seulement 6 % du protéome est commun aux quatre stades, dont 
l’essentiel correspond à des protéines de « ménage », comme les protéines ribosomiales, histones ou des protéines 
du cytosquelette [76]. 
Durant le stade trophozoïte, les protéines impliquées dans la structure des knobs dont KAHRP, PfEMP-2, et PfEMP-
3 sont exprimées, permettant l’attachement de l’érythrocyte parasité au cytosquelette membranaire (figure 8a).  
Il est surprenant dans ces travaux que les protéines PfEMP-1 et RIFIN soient davantage identifiées au stade 
sporozoïte qu’au stade trophozoïte. Alors qu’il est clairement décrit que les ARN messager notamment des PfEMP-1 
sont sur-exprimés au début du cycle érythrocytaire pendant la phase circulante du parasite.  Les protéines sont quant 
à elles synthétisées au début du stade trophozoïte et rapidement exportées à la membrane de l’érythrocyte parasité 
permettant au parasite de mettre en place le phénomène de séquestration des érythrocytes parasités dans les organes 
profond. Peu de peptides assignés à la famille des RIFIN sont identifiés au stade trophozoïte et peu de protéines 
PfEMP-1 sont communes aux deux stades parasitaires (trophozoïte et sporozoïte) (figure 8b).  
A l’exception de quelques protéines comme Pfg27/25, MSP1 et Pfs16, le pourcentage de recouvrement de séquence 
permettant l’identification des protéines de P. falciparum par spectrométrie de masse n’excède pas 32 à 48 %. La 
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difficulté d’identification est d’autant plus importante pour les antigènes variant de surface qui présentent un haut 
degré de variabilité de séquence associé à un haut poids moléculaire et ne sont identifiés que par quelques peptides. 
 
 
Figure 8 : Expression protéique aux différents stades parasitaires au cours du cycle érythrocytaire. [76] A) Profil 
d’expression protéique aux quatre stades parasitaires (Spz, Sporozoïtes ; Mtz, Mérozoïte ; Tpz, Trophozoïte et Gmt, 
Gamétocyte). B) Profil d’expression des antigènes variant de surface (PfEMP-1, RIFIN et STEVOR) à ces mêmes stades 
parasitaires. 
 
I. 6 La famille des protéines PHIST 
 
Les protéines PHIST, Plasmodium Helical Interspersed Sub-Telomeric, constituent une nouvelle famille de gènes 
présentant un domaine conservé, de 150 acides aminés, caractéristique de cette famille. Les gènes codant pour cette 
famille de protéines sont localisés dans la région sub-télomerique de tous les chromosomes, à l’exception du 
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chromosome 3. L’étude phylogénétique de ces gènes a permis de les classifier en trois groupes PHISTa, PHISTb et 
PHISTc distinguables entre-eux par la présence et la position de plusieurs tryptophanes conservés. Ces trois groupes 
sont également distinguables par leur structure. En effet, les PHISTa présentent une séquence courte constituée 
d’une séquence signal, du motif d’export et du domaine PHIST. A l’inverse, les protéines PHISTb sont plus 
importantes en taille et présentent une variabilité de séquence en C-terminal. Les protéines appartenant au groupe 
PHISTc sont les plus diversifiées et sont communes aux deux espèces P. falciparum et P. vivax [57]. Le rôle des 
protéines issues de ces familles de gènes n’est à ce jour pas caractérisé. A l’exception de la protéine RESA 
appartenant au groupe PHISTb qui est clairement caractérisée et a fait l’objet d’une stratégie vaccinale lors du 
développement du vaccin SPf66 combinant MSP1/MSP2/RESA [80,81]. 
Les données de microarray de la souche 3D7 montrent une expression similaire entre les PHISTb et PHISTc avec un 
pic d’expression au stade schizonte et ring. Les gènes PHISTa n’ont pas été détectés à l’exception de deux gènes 
présentant un taux de transcription significatif [57]. L’analyse des extraits de membrane d'hématies parasitées en 
spectrométrie de masse identifie ces protéines PHIST [76,82]. 
  
I. 7 Les trois grandes familles de VSAs  
 
L’échappement au système immunitaire de l’hôte et l’établissement en infection chronique sont favorisés par une 
variation antigénique importante s’étendant à un polymorphisme de séquence des protéines de surface [2,7,83,84]. 
Trois grandes familles d’antigènes variant exprimés à la surface de l’érythrocyte parasité ont été décrites, Les 
familles des STEVOR, RIFIN et PfEMP-1. 
 
I. 7. 1 RIFIN & STEVOR 
 
Les gènes rif  pour Repetitive Interspersed Family et les gènes stevor  pour SubTelomeric Variant Open Reading 
appartiennent à la même famille multi-gènique du génome de P. falciparum présentant des homologies de séquences 
issus d’un gène ancestral [85-87]. Ces gènes en nombre de 200 copies dans le génome codent pour des protéines 
exprimées à la surface de l’érythrocyte parasité nommées : RIFIN et STEVOR. Ces protéines sont de petite taille 
moléculaire, entre 25 et 45 kDa. Au sein d’isolats de P. falciparum, ces antigènes présentent une grande variabilité 
de séquence [88,89]. Ce polymorphisme de séquence témoigne de l’exposition de ces antigènes au système 
immunitaire de l’hôte [85,87]. 
La famille des RIFIN a été classifiée en deux groupes A et B. Le groupe A présentant un motif de 25 acides aminés 
conservés, absent des RIFIN du groupe B [90]. Les deux types de RIFIN pourraient être transcrits simultanément 
[91], mais seuls les A-RIFIN sont transportées à la surface de l’érythrocyte parasité via les Maurer’ clefts de la 
même façon que les STEVOR. Les B-RIFIN sont elles retenues dans le parasite [91]. La différence de séquence du 
motif PEXEL entre les deux formes RIFINs pourrait être la cause de la rétention ou de l’export de celles-ci [92].  
Une étude comparative des transcrits des gènes rif et var sur les souches 3D7 et NF54 montre que l’expression des 
gènes rif et var est dissociée aux stades gamétocyte et sporozoïte du cycle érythrocytaire. Les auteurs suggèrent la 
présence d’un variant rif communs à ces deux stades parasitaires, supposant ainsi que ce gène constituerait un 
possible ligand parasitaire responsable de l’adhérence des parasites à ce stade de l’infection [93]. Les B-RIFIN 
seraient quant à elles exprimées davantage au stade mérozoïte [94]. 
Les STEVOR seraient également exposées à la membrane de l’érythrocyte parasité avec deux domaines 
transmembranaires dont un est hypothétique (figure 9). Le marquage des érythrocytes parasités par des anticorps 
dirigés contre l’antigène STEVOR met en évidence l’expression de cette famille multi-génique STEVOR à la 
surface de l’érythrocyte hébergeant des parasites au stade schizonte. Les auteurs suggèrent que l’antigène STEVOR 
pourrait être impliqué dans l’invasion des érythrocytes puisqu’on retrouve également ces antigènes au stade 
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mérozoïte. [85,95] 
 
Figure 9 : Organisation schématique des protéines RIFIN avec le gap de 25 acides aminés entre le 
groupe A et B et STEVOR [96]. (TM) domaine trans-membranaire ; (V, V1 & V2) régions variables et (C1 & C2) régions 
conservées. 
 
L’étude des gènes A-rif et stevor chez des isolats en comparaison à la souche 3D7 montre un double pic 
d’expression des transcrits de ces gènes au cours du cycle érythrocytaire, un en début de cycle correspondant à la 
phase circulante des parasites similaire à celui-ci identifié pour les gènes var, suivi d’un second pic au stade 
trophozoïte. Les analyses en immunofluorescence de ces isolats, mis en culture in vitro pendant un temps court, 
montrent une localisation des RIFIN et STEVOR stade-dépendant. En effet, on retrouve ces protéines dans les 
stades trophozoïte, schizonte et mérozoïte. L’expression continue de ces protéines au cours du cycle érythrocytaire 
suggère un modèle complexe de leur expression pouvant être en relation avec l’évolution clinique de l’infection, 
laissant supposer de multiples fonctions de ces protéines au cours du cycle érythrocytaire [97] . 
 
I. 7. 2 PfEMP-1 & gènes var 
 
Plasmodium falciparum Erythrocyte Membrane Protein-1, PfEMP-1 est l’antigène variant de surface le plus étudié à 
l’heure actuelle, se présentant comme une cible vaccinale à fort potentiel. Il est exprimé à la surface des érythrocytes 
parasités via un domaine transmembranaire ancré dans la membranaire érythrocytaire, suivi d’un segment conservé 
C-terminal intracellulaire de nature acide (ATS) qui est lié à la protéine KAHRP, protéine des knobs.  
Cet antigène, dont il existe une multitude d’isoformes de tailles variables entre 200 à 400 kDa, est codé par une 
famille de gènes appelée var composée d’environ 60 copies par génome haploïde [51,52]. Les membres de cette 
famille sont répartis dans tous les chromosomes de P. falciparum, la plupart de ces gènes étant localisés dans les 
régions sub-télomériques et quelques-uns dans les régions centrales des chromosomes. Les gènes var à localisation 
sub-télomériques sont plus vulnérables aux phénomènes de recombinaison affectant leur structure. Des phénomènes 
de duplication génique y sont également rapportés. Ces phénomènes permettent l’évolution biologique et la 
diversité.  
Dans le génome de 3D7, le nombre de gènes var tronqués (pseudo-gènes) est plus important que celui des gènes 
entiers, montrant la fréquence des évènements de délétion génique s’opérant dans le génome [98].  
Ces gènes sont constitués de deux exons séparés par un intron [7,51]. Le premier exon est polymorphe et code pour 
les parties transmembranaire et extracellulaire de la protéine, impliquée notamment dans l’adhésion aux récepteurs 
endothéliaux [99]. Le second exon est plus conservé et code pour la partie cytoplasmique de PfEMP-1. Les 
nombreuses études réalisées à ce jour sont essentiellement orientées sur le premier exon qui porte à lui seul toute la 
variation antigénique de la protéine.  
Cette famille de gènes var est hautement diverse et classifiée en 4 groupes Ups (A, B, C et E), selon la séquence de 
leur promoteur, lui-même fortement associé à la localisation chromosomique [100-102]. Deux autres groupes 
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intermédiaires UpsB/A et Ups B/C sont également définis selon leur séquence promotrice et la complexité 
structurale de leur domaine [73,103,104].  
La partie extracellulaire codée par l’exon 1 du gène var comprend un segment N-terminal variable (NTS), plusieurs 
domaines de type Duffy-Binding Like (DBL) (ainsi appelés du fait que le premier domaine possédant cette structure 
permet l’adhésion de P. vivax à l’antigène Duffy: Duffy Binding protein) et de domaines riches en cystéine (CIDR) 
[6,105]. Chaque domaine DBL contient approximativement 300 acides aminés. Chaque copie de gènes var diffère 
selon le nombre et le type de domaines présents dans sa séquence, se répercutant sur sa taille (entre 3.9 et 13 kb) 
(figure 10).  
Les protéines PfEMP-1 codées par ces gènes var présentent par conséquent des différences, à l’origine de variations 
antigéniques majeures observées à la surface des érythrocytes parasités. Chaque PfEMP-1 est composé d’un 
arrangement en tandem de domaines distincts. Les souches de P. falciparum diffèrent par le nombre de 
gènes var présents dans leur ADN génomique, et par les types et séquences de ces gènes. 
Les domaines DBL et CIDR ont été numérotés par ordre de position de 1 à 7 à partir du domaine N-terminal, et 
classés en ϒ,,  et  selon leur similarité de séquence (certains sont non classés et dénommés X). Ces classes ont 
été subdivisées en 147 sous-types (ex : DBLα1.1). En général, les sous-types de ces domaines se trouvent dans la 
partie N-terminale de la protéine PfEMP-1 (ex: domaine DBLα-CIDRα-DBLβ/DBLγ) et sont associés au groupe 
Ups, ce qui n’est pas le cas pour la partie C-terminale du domaine extracellulaire (ex: DBLδ-CIDRβ/γ-DBLε-
DBLζ).  
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Figure 10 : Organisation structurale des gènes var avec leur appartenance aux groupes Ups [104]. 
Présentation des affinités des domaines DBL & CIDR pour les récepteurs de l’hôte CD36, ICAM-1, CSA. 
 
Une récente étude a permis de compléter ces travaux d’alignement de séquences sur 399 séquences en définissant 21 
domaines conservés, nommés les cassettes domaines DC (figure 11). Certains domaines cassettes avaient déjà été 
décrits, comme pour le gène var1 (DC1) [106], var2csa (DC2) [107] et var3 (DC3) [108]. Ces domaines cassettes 
consistent en une succession de 2 à 4 domaines présents sur plusieurs gènes et sont retrouvés exclusivement dans la 
partie N ou C-terminale [105].  
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Figure 11 : Identification des domaines cassettes numérotés de 1 à 20 associés aux groupes Ups et leur 
structure en domaine DBL et CIDR [105] 
 
Une étude d’un alignement de séquences d’isolats issus de paludisme associé à la grossesse et portant sur le 
domaine DBL6ε du gène var2csa a permis d’identifier des blocs variables dont la variabilité est conservée d’un 
isolat à l’autre. Ces blocs variables en nombre de sept dans la séquence de ce domaine sont séparés par des blocs 
conservés. Ces blocs font l’objet d’une reconnaissance spécifique par les sérums de femmes enceintes ayant eu un 
vécu de paludisme au cours de leur grossesse. Ces travaux suggérent que la variabilité de séquence induite par le 
parasite afin afin d’échapper au système immunitaire de son hôte ne serait pas aléatoire mais liée à un méchanisme 
de variation de séquence conservé [109]. L’identification de blocs variables, mais dont la variabilité est conservée, a 
été étendue aux 5 autres domaines DBL du gène var2csa  [110]. 
L’identification d’une part, des domaines cassettes qui mettent en lumière un assemblage de domaines DBL et CIDR 
conservés d’un gène à l’autre et d’autre part, de blocs variables dont la variabilité est similaire d’un isolat à l’autre 
pour le même domaine, montre à quel point cette variation antigénique mise en place par P. falciparum est 
structurée. 
Enfin, la compréhension des mécanismes de contrôle de l’expression des gènes var s’avère essentielle afin 
d’optimiser l’approche vaccinale visant cette famille de gène. Des études portant sur les stades érythrocytaires 
montrent que l’expression des gènes var s’opère de façon mutuellement exclusive. En effet, bien que plusieurs 
transcrits soient détectables chez un même parasite, un seul membre de la famille est transcrit de façon 
prépondérante sous forme d’ARNm de longueur normale (non tronqué) et exprimé à la surface des érythrocytes 
parasités pendant que les autres membres restent inactivés (« silencing ») ou produisent des ARNm tronqués [111]. 
Chaque gène var représente ainsi une seule unité transcriptionnelle pouvant être activée in situ. L’expression des 
différents membres varie en fonction des stades de développement [76]. Cependant, seule l’expression pendant le 
stade érythrocytaire semble jouer un rôle essentiel dans le développement du parasite, lui permettant d’échapper au 
système immunitaire. Bien que le profil d’expression en l’absence de pression immune puisse changer in vitro, 
l’expression du même gène var  pendant de longues périodes a très souvent été observée (Mok et al 2008 ; Duffy et 
al 2009). Le phénomène semble complètement différent in vivo. Des études montrent un changement total du profil 
d’expression après passage des parasites chez le moustique suggérant un taux de changement ("switch") 
considérablement élevé in vivo [112,113]. Mais peu d’études ont montré le taux de changement des gènes var à 
partir d’isolats adaptés en culture [114,115].  
Plusieurs études ont associé la famille des PfEMP-1 à la pathogenèse du paludisme. L’affinité de cette protéine pour 
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différents récepteurs de l’hôte semblent importantes sur le devenir de l’infection et surtout sur sa sévérité [116]. 
L’étude de la fonction des différentes molécules PfEMP-1 constitue actuellement un domaine de recherche 
important pour développer des mesures de protection. Une étude sur l’expression des gènes var à partir d’isolats 
collectés chez des jeunes enfants au Kenya a montré que les propriétés fonctionnelles de la protéine PfEMP-1 sont 
le reflet de la séquence des domaines DBL du gène var [117] et a caractérisé également la réponse immunitaire de 
l’hôte [118]. Une autre étude menée chez des enfants en Malawi a mis en évidence que les érythrocytes parasités 
séquestrant dans un même organe exprime à leur surface une seule famille de gène var, suggérant ainsi que les 
érythrocytes parasités séquestrent préférentiellement dans un organe donné, confortant ainsi le fait que le 
phénomène de cytoadhérence est la clé de la pathogénèse [119].  
Enfin, il est clairement démontré que les anticorps dirigés contre PfEMP-1 sont, en nombre et en fonctionnalité, plus 
importants que les anticorps dirigés contre les autres antigènes variant de surface. PfEMP-1 est la cible principale 
des anticorps de l’hôte capables de diminuer la charge parasitaire et la sévérité de l’infection [120].  
La figure 12 résume très clairement la compréhension acquise par la communauté scientifique sur le répertoire des 
gènes var  et leur implication sur le type d’infection qui est alors induit avec les cibles préférentielles de 
séquestration des érythrocytes parasités. 
 
 
Figure 12 : Identification de l’implication des groupes Ups des gènes var sur la sévérité de l’infection et leur 
implication dans les phénomène de cytoadhérence, rosetting [104]. 
 
I. 8 Formes cliniques de paludisme 
 
Les symptômes associés au paludisme vont de la fièvre isolée jusqu’à des formes graves pouvant entraîner la mort 
du patient. Les formes simples de paludisme présentent un syndrome majeur de fièvre parfois accompagnée de 
troubles gastro-intestinaux. Les signes cliniques se manifestent bien souvent chez des individus dont l’immunité 
n’est pas encore développée comme les jeunes enfants et les voyageurs en zone d’endémie, où lorsque l’immunité 
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établie fait défaut comme lors d’une grossesse où l’immunité est diminuée ou modulée afin de permettre le 
développement du foetus.  En zone d'endémie, l'infection est le plus souvent asymptomatique chez l'adolescent et 
l'adulte. 
 
I. 8. 1 L ‘accès simple 
 
Les syndromes d’une infection à P. falciparum apparaissent généralement 6 à 10 jours après la piqûre du moustique 
infecté, correspondant à une phase d’incubation silencieuse des parasites chez l'hôte.  
Le syndrome de la fièvre est typique de l’infection palustre et est commun à toutes les formes de paludisme humain. 
Néanmoins, on observe des degrés dans l’intensité et l’évolution du syndrome selon l’espèce parasitaire. Chez le 
sujet non-immun, les fièvres s’accompagnent d’une succession de 3 états : frissons, impression de chaleur, sueur. 
Les premiers signes cliniques sont généralement identiques à un état grippal: asthénie, arthralgies, myalgies, 
céphalées, avec parfois un tableau de gastro-entérite. La fièvre peut être en plateau ou par pics à intervalles de 48h 
coïncidant avec la rupture des schizontes. En absence de traitement, l’hyperthermie se prolonge, la parasitémie 
s’accroit et les symptômes associés sont plus accentués. Chez les enfants vivant en zone endémique de paludisme et 
présentant une immunité partielle, on observe une température variable avec des poussées de fièvre intermittente à 
38-38,5° C associée souvent à une anémie, une asthénie, une anorexie, des perturbations rénales, et une 
splénomégalie. 
 
I. 8. 2 Paludisme associé à la grossesse 
 
La grossesse est un état prédisposant ou aggravant vis-à-vis de nombreux germes ainsi que de certaines maladies 
auto-immunes. Le système immunitaire se modifie de façon temporaire, permettant l’implantation et le 
développement de l’embryon. La susceptibilité de la femme au paludisme au cours de sa première grossesse trouve 
une explication par l’apparition du placenta qui offre un environnement unique pour le développement de sous-
populations parasitaires possédant une affinité pour les récepteurs placentaires. Cette séquestration est associée à un 
processus inflammatoire local et à des lésions placentaires. Lors de l’infection palustre, les parasites adhèrent au 
niveau de la couche la plus externe du placenta : le syncytiotrophoblaste. Ce mécanisme de cytoadhérence met en 
jeu un glycosaminoglycane, la chondroitine sulfate A, placentaire faiblement sulfaté. Ce glycosaminoglycane, le 
chondroïtine sulfate A (CSA), est hétérogène et présente un taux variable de 4 à 6 sulfates. Le mécanisme 
d’adhésion des érythrocytes parasités est assez mal défini. Toutefois, il a été montré que celle-ci se fait 
principalement au niveau des chaînes C4S [121,122].  
L’antigène variant de surface du parasite prédominant dans le cadre du paludisme associé à la grossesse est la 
protéine VAR2CSA, codée par un gène du même nom appartenant à la famille des gènes var. De nombreuses études, 
principalement des études de transcriptome, ont montré la sur-expression de ce gène chez des parasites isolés de 
placentas parasités [107,123,124].  
La séquestration des érythrocytes parasités aboutit à une forte parasitémie au niveau du placenta diminuant les 
échanges fœto-placentaires, ce qui n'est pas sans conséquences pour le nouveau-né. L'infection placentaire est 
responsable de troubles importants chez la mère et le fœtus. En termes de santé publique, les conséquences majeures 
sont la réduction du poids de naissance et l'augmentation de la prévalence des enfants de faible poids de naissance 
(< 2,500 g) [125,126].  Cette dernière est associée à une augmentation de la morbi-mortalité infantile [127-129]. 
D'autres manifestations de moindre fréquence ou de moindre impact sont également observées, telles qu'une anémie 
plus ou moins sévère chez la mère [130,131] ou un avortement. De plus, plusieurs études épidémiologiques 
montrent un gain de poids de naissance et une diminution de la prévalence des enfants de petit poids de naissance 
dans le groupe d'enfants nés de femmes placées sous chimioprévention antipalustre lors de leur grossesse [132,133]. 
Les enfants nés de placenta infecté conservent leur petit poids à 6 mois et 12 mois d'âge [134], démontrant l'impact 
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négatif d'une infection placentaire par P. falciparum sur la croissance de ces enfants. Les symptômes et les 
complications du paludisme au cours de la grossesse diffèrent selon l’intensité de la transmission et le taux 
d’immunité acquis par la femme enceinte [135].  
Des études épidémiologiques ont montré que les femmes primigestes constituent le groupe le plus à risque. En effet, 
les primigestes sont démunies de toute immunité contre cette nouvelle forme d’infection à P. falciparum. Les études 
immunologiques sur les plasmas de femmes ayant présenté une infection palustre au cours de leur grossesse 
montrent une reconnaissance spécifique de la protéine VAR2CSA [136,137]. Cette réponse immunitaire est parité-
dépendante [138]. C’est donc la première grossesse qui est le plus à risque aux infections à P. falciparum. Et c’est 
principalement au cours de la première grossesse que la femme va construire un répertoire immunologique contre 
l’infection palustre placentaire, répertoire qui s’enrichira au cours des grossesses suivantes. La diminution des 
conséquences (petit poids de naissance et anémie maternelle) d'une infection placentaire chez les multigestes 
suggère une acquisition parité-dépendante de l’immunité protectrice, mettant ainsi en lumière la particularité du 
parasite en cause puisque ces anticorps acquis lors de la grossesse ne sont pas retrouvés chez les individus masculins 
suggèrant que les parasites en cause ne sont pas retrouvés en dehors d’une infection placentaire [139,140], ainsi que 
l'acquisition rapide d'une protection immunitaire puisque la fréquence des infections et leurs conséquences 
diminuent lors des grossesses suivantes [133]. La variation antigénique au sein même de la protéine VAR2CSA 
exprimée par les érythrocytes parasités et séquestrés dans le placenta explique une acquisition progressive d’un 
répertoire immunologique protecteur pour la femme enceinte contre l’infection à P. falciparum [141]. 
 
 Caractérisation moléculaire de la protéine VAR2CSA dans le cadre des PAM 
 
Dans le cadre du paludisme gestationnel, un gène var spécifique a clairement été identifié. Seuls les parasites 
exprimant un type particulier de PfEMP-1, la protéine VAR2CSA de 350 Kda codée par le gène var2csa ou 
PFL0030c [107], sont séquestrés dans le placenta.  
Le gène var2csa appartient au groupe Ups E dont var2csa est le seul représentant. Ce gène est relativement conservé 
par rapport aux autres gènes var. En effet, le gène var2csa  ne contient pas de domaine DBL ni de domaine CIDR. 
Il présente une succession de six domaines DBL de type X et ε (figure 13), dont les domaines DBL2X, 3X, 4ε, 5ε et 
6ε sont capables de lier le CSA placentaire [142]. Les domaines DBL1X, DB2X et DBL3X sont séparés par un 
inter-domaine id1 et id2a et id2b qui sont également impliqués dans la fixation au récepteur CSA. L’expression de 
ces domaines montre également leur capacité à inhiber l’adhérence des parasites au récepteur CSA [143,144].  
 
Figure 13 : Structure du gène var2csa avec la position des domaines et leur implication dans l’adhérence au 
récepteur CSA [145]. 
 
L’obtention sous forme de protéine recombinante de la partie extracellulaire et des domaines isolés de la protéine 
VAR2CSA était un vrai défit pour mieux appréhender les mécanismes de liaison avec le récepteur CSA [146,147]. 
Mais l’objectif de la mise en place d’une stratégie vaccinale reste entier. L’obtention de cette protéine recombinante 
de haut poids moléculaire est une grande avancée mais son utilisation dans le cadre d’un vaccin est inenvisageable 
pour des raisons financières de production Le challenge actuel pour la communauté scientifique est l’identification 
de la région minimale de la protéine VAR2CSA capable de générer une réponse protectrice chez les femmes 
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enceintes. 
La région NTS-DBL2X semble prometteuse, puisque les travaux de plusieurs  équipes montrent que ces domaines 
ont une affinité de liaison pour le récepteur CSA. Les anticorps dirigés contre ces domaines inhibent la fixation des 
érythrocytes parasités au récepteur CSA. Enfin les données obtenues pour cette région en termes de fixation, 
d’inhibition et de réponse immunitaire sont similaires à celles obtenues avec la protéine entière laissant supposer 
une cible à fort potentiel vaccinale. [144,148,149]. 
 
I. 8. 3 Le paludisme cérébral 
 
Les formes graves de paludisme, surviennent préférentiellement chez des sujets non immuns, comme le jeune enfant 
de moins de 5 ans et les voyageurs en zone de transmission. L’accès grave survient soit progressivement avec des 
fièvres accompagnées de symptômes de l’accès simple, soit brutalement, où en quelques heures, le patient va 
développer des signes de gravité.  
Dix critères ont été établis par l’OMS pour définir un accès grave de paludisme : Coma ;  Convulsions généralisées ;  
Collapsus cardio-vasculaire ;  Syndrome hémorragique ;  Œdème pulmonaire ;  Hypoglycémie inférieure à 2,2 
mmol/l ;  Anémie grave (hémoglobine inférieure à 6 g/dl) ;  Oligurie (inférieure à 400 ml/j) ; Hémoglobinurie ;  
Acidose sanguine (pH inférieur à 7,25). Les syndromes les plus caractéristiques des formes graves de paludisme 
sont souvent  une détresse respiratoire, l’anémie sévère et le paludisme cérébral qui constitue un groupe clinique 
dans mon étude. L’adulte ayant un paludisme grave avec ou sans complications neurologiques peut développer un 
syndrome pulmonaire caractérisé par une insuffisance respiratoire. Cette manifestation souvent fatale est 
responsable, dans certains contextes épidémiologiques, à elle seule de 80 % de la mortalité des formes graves de 
paludisme [150]. Ce syndrome de détresse respiratoire est commun chez l’adulte et l’enfant mais chez ce dernier il 
est un facteur aggravant. Le paludisme à P. falciparum est aussi source d’anémie suite à la destruction des 
érythrocytes mais n’entraînant pas de carence en fer (déficience en fer de 4 % seulement). L’anémie grave est une 
cause majeure d’hospitalisation chez l’enfant. Le diagnostic d’anémie sévère palustre est établi pour les patients 
lorsque le taux d’hémoglobine est inférieur à 5 g/dl en présence d’une parasitémie supérieure à 10.000 parasites/μl 
[126].  
Cependant la forme grave le plus courante, et qui fait l’objet de la présente étude, reste l’accès pernicieux, au cours 
duquel le sujet peut convulser et sombrer dans un coma fébrile. Les fièvres peuvent dépasser 41° C avec 
éventuellement d’autres manifestations de défaillance viscérale grave. Les signes neurologiques les plus fréquents 
sont les troubles de la conscience allant de l’obnubilation au coma profond. On parle de paludisme cérébral lorsqu’il 
y a perte de conscience avec coma de score 6 à 7 sur l’échelle de Glascow. Chez le jeune enfant, l’évaluation de 
l’état de conscience est définie par le Score de Blantyre (tableau 1). Un score inférieur à 3 dénote un coma profond, 
et permet de poser le diagnostic d’accès pernicieux s’il est accompagné de la présence de P. falciparum dans le sang 
et qu’il n’existe pas d’autre cause infectieuse d’encéphalopathie, notamment la méningite.  La profondeur du coma 
initial est un élément pronostique fondamental dans le cadre d’une infection à P. falciparum. Il s’agit d’un coma 
calme avec hypotonie, qui peut être entrecoupé de crises d’hypertonie paroxystique et les signes cliniques évoquent 
souvent une encéphalopathie diffuse. Les convulsions sont fréquentes chez l’enfant, traduisant plus les pics de fièvre 
importants qu’une réelle atteinte neurologique [151].  
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  Cotation 
Mouvement des yeux -   Dirigés (suit le visage de la mère) 
 -  Non dirigés 
1 
0 
Réponse verbale -   Appropriée 
-   Inappropriée ou gémissements 
-   Aucune 
2 
1 
0 
Meilleure réponse 
motrice 
-    localisation du stimulus douloureux 
-    Retrait du membre à la douleur 
-    Réponse non spécifique ou absente 
2 
1 
0 
 Total 0 - 5 
  Tableau 1 : Score de Blantyre coté de 0 à 5. 
 
Bien qu’il n’existe pas de relation simple entre la parasitémie et la gravité, les charges parasitaires très élevées sont 
souvent associées à des risques plus importants de développer une maladie grave. Chez les enfants africains, la 
charge parasitaire est plus élevée dans les formes mortelles que dans les formes graves qui évoluent vers la guérison 
[152]. 
 
 Caractérisation des protéines PfEMP-1 impliquées dans le paludisme cérébral 
 
La pathologie du paludisme cérébral se distingue par l’accumulation des globules rouges infectés dans les capillaires 
cérébraux. La séquestration à ce niveau à longtemps été décrite comme une interaction de PfEMP-1 avec le 
récepteur ICAM-1, dont l’implication a été soulignée lors d’une étude post-mortem montrant une fixation des 
érythrocytes parasités au récepteur [153]. La relation entre la survenue d’un paludisme cérébral et le phénotype 
d’adhésion des parasites à ICAM-1 a été montrée [154,155]. Une étude sur 101 isolats responsables de paludisme 
simple et cérébral montre que les isolats ayant engendré un accès simple se fixent préférentiellement aux récepteurs 
CD36 et qu'à l’inverse les isolats issus d’un accès cérébral présentent une affinité davantage pour ICAM-1 [156]. 
Cependant, le rôle d’autres récepteurs, CD36 en particulier, est à nouveau envisagé les plaquettes joueraient un rôle 
de pont entre le récepteur CD36 et  les érythrocytes parasités adhérant à CD36 [157]. 
Les érythrocytes parasités ayant la capacité de séquestrer au sein des capillaires cérébraux résultent d’une sélection 
positive de parasites exprimant des gènes var du groupe Ups A [108,158]. Les travaux de Trimnell et al., ont par 
ailleurs montré que la fixation au récepteur ICAM-1 ne dépend pas de l’expression d’un gène var particulier mais 
plus d’un motif structural conservé entre le domaine DBL2 et le domaine C2 via un motif en Y [108]. Il semblerait 
que l’association entre ces deux domaines soit responsable de la liaison au récepteur ICAM-1. Il ne s’agirait donc 
pas d’un gène var particulier comme dans le cadre du paludisme gestationnel. De plus, il a été montré que ces 
domaines considérés indépendamment n’ont pas la capacité de fixer le récepteur ICAM-1 [159]. Une première étude 
réalisée en 2007 par [160] propose un modèle d’interaction complexe entre PfEMP-1 et ICAM-1. Ce modèle 
confirme l’importance de l’association entre le domaine DBL2 et le motif conservé en Y dans la région C2. Ce 
travail a été réalisé à partir d’alignements de séquences de souches présentant un phénotype d’adhésion ICAM-1 et 
CSA. En 2009, une étude d’Oleinikov et al. a mis en évidence une forte affinité entre le domaine DBL2C2 du 
groupe A des PfEMP-1 (Pf11_0521) et le récepteur ICAM-1 [161]. L’alignement de séquences du domaine 
DBL2C2 à partir de souches ayant la capacité de se lier ou non à ICAM-1 conduit à l’identification de motifs 
courts d’une dizaine d’acides aminés conservés dans les boucles 1 et 3. Plus particulièrement, il est décrit un motif 
hydrophile-hydrophobe-hydrophile conservé dans la boucle 3. Ces boucles avaient déjà été décrites dans l’étude 
structurale de Bertonati [160]. Le domaine DBL2C2 recombinant de Pf11_0521 est reconnu par les sérums 
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d’individus vivant en région endémique. Les tests d’inhibition montrent que des sérums d’enfants vivant en région 
endémique bloquent la fixation de ce domaine sur le récepteur ICAM-1. L’acquisition de cette immunité dépendrait 
de l’âge [162].  
Dernièrement, une série de trois articles publiés dans la revue Proceedings of the National Academy of Sciences, 
USA [158,163,164] a démontré l’importance de certains domaines cassettes DC (DC8 et DC13)  dans le cadre du 
paludisme cérébral. La première étude, portant sur des isolats de jeunes enfants Tanzaniens souffrant de paludisme 
grave, montre la surexpression des domaines DC8 et DC13 associés au paludisme cérébral [158]. L’étude du 
transcriptome de trois souches (3D7, Hb3 et IT/FCR3) après sélection ou non de leur phénotype d’adhérence sur des 
cellules endothéliales de microvaisseaux de cerveau humain (HBMECs) montre la surexpression des gènes 
HB3var3, 3D7_PFD0020c, ITvar7, and ITvar19 chez les souches sélectionnées. Ces quatre gènes de la famille 
des var appartiennent au groupe UPS A et leur séquence comprend les domaines cassettes DC8 et DC13 [164]. Les 
domaines recombinants de la cassette DC8 présentent également une affinité pour les cellules endothéliales de 
cerveau et inhibent de 50 % la cytoadhérence des érythrocytes parasités présentant ce phénotype d’adhérence [163]. 
La cassette DC8 est constituée de quatre domaines DBL et CIDR mais ne présente pas le domaine DBL2βC2 du 
gène Pf11_0521 (figure 14). Les parasites exprimant la cassette DC8 n’ont pas la capacité de se fixer aux récepteurs 
connus du paludisme cérébral, remettant en cause la réalité de l'implication du domaine DBL2βC2, mais aussi 
d'ICAM-1 dans la physiopathologie de l'accès pernicieux. Ceci suggère, l’implication d’un autre récepteur 
endothélial, le récepteur EPCR, Endothetlial protein C Receptor, qui a été très récemment identifié [165].  
 
 
Figure 14: Structure des domaines cassettes DC8 et DC13 en comparaison avec les autres domaines 
appartenant au groupe UPS A [158] 
 
A l’inverse des cassettes DC8 et DC13, la cassette DC4 du groupe Ups A présente une affinité pour le récepteur 
ICAM1. Des érythrocytes infectés par des parasites exprimant la cassette DC4 adhèrent spécifiquement au récepteur 
ICAM-1, impliquant principalement le domaine DBLβ3. Cette cassette DC4 est la cible d’une réactivité croisée des 
immunoglobulines G d’enfants exposés à une infection à P. falciparum. Les anticorps spécifiques de la cassette DC4 
ont la capacité d’inhiber la cytoadhérence au récepteur ICAM-1. Les taux des immunoglobulines G spécifiques de la 
DC4 augmentent avec l’âge [166]. 
Tous ces travaux sont à l’origine d’une controverse concernant l’identification d’un gène ou d’un domain cassette 
spécifique associé au paludisme cérébral qui révèle la difficulté actuelle d’isoler un « pattern » propre à l’accès 
cérébral, comme cela a été réalisé dans le cadre du paludisme associé à la grossesse. Cette difficulté est 
probablement en relation avec le fait que plusieurs variants peuvent présenter une affinité pour le récepteur 
cellulaire cérébral, qui reste à identifier avec certitude. L’intervention de l’environnement immature du système 
immunitaire est aussi une élément clé dans la gravité de l’infection [167]. 
   
Problématique 
 
  
 - 30 -  
II. Problématique 
 
Le phénomène de séquestration des érythrocytes au sein des organes profonds est la base de la virulence de 
P. falciparum, mettant en jeu un réseau protéique parasitaire sophistiqué complexé aux protéines membranaires de 
l’érythrocyte parasité. La fonction essentielle de ce réseau protéique serait de permettre l’expression des antigènes 
variant de surface, dont PfEMP-1. Le variant de PfEMP-1 exprimé au stade mature du cycle érythrocytaire oriente 
l’expression clinique du paludisme. De nombreuses études ont permis de caractériser la famille des gènes var codant 
pour les antigènes PfEMP-1 afin de mieux cibler la nature de l’antigène impliqué dans la symptomatologie du 
paludisme. Le paludisme associé à la grossesse est l’exemple type de la caractérisation de l’antigène VAR2CSA 
responsable de la séquestration des érythrocytes parasités au sein du tissu placentaire. A l’inverse, le paludisme 
cérébral reste, quant à lui, encore une énigme majeure quant à la nature exacte du ou des variants de PfEMP-1 
associés à cette forme de paludisme.  
La caractérisation des variants de  PfEMP-1 selon la forme clinique de paludisme, avec l'objectif de mieux 
appréhender les facteurs responsables de la symptomatologie, repose essentiellement sur des études de 
transcriptome global par une approche de micro-array [164,168,169] ou sur des études de transcrits des gènes var 
montrant une surexpression de certains gènes var ou d’un groupe Ups en RT-qPCR [124,158].  Ces études ont été 
réalisées à partir soit d’isolats issus de patients présentant une forme clinique particulière de paludisme, soit de 
souches plasmodiales de laboratoire sélectionnées en fonction d’un profil de cytoadhérence afin de présenter une 
affinité sélective pour un récepteur donné [101,124,158]. 
La théorie "un gène égale une protéine" est parfois érronée. En effet, la surexpression d'un gène n'implique pas 
forcément une surabondance de la protéine traduite au sein de la cellule. Dans un environnement aussi complexe 
qu’un organisme vivant, un gène peut coder pour diverses isoformes d’une même protéine, diverses modifications 
post-traductionnelles (glycosylation, activation, repliement, clivage) conduisant à des protéines dont les masses et 
les propriétés biochimiques peuvent varier.  
Dans ce contexte, les études ciblant le protéome sont nécessaires pour parfaire les connaissances biologiques portant 
sur un organisme donné. Les protéines sont des composants essentiels dont l’implication est indispensable dans de 
nombreux processus biologiques, représentant souvent des cibles thérapeutiques. Les projets de génomique ont 
permis d’établir le génome complet de P. falciparum, rendant possible les études du protéome [76,170]. Jusqu'à 
présent, peu d’études du protéome ont permis de caractériser et/ou d’identifier les protéines parasitaires 
potentiellement impliquées dans la virulence du parasite à partir d’isolats issus de patients présentant une forme 
grave de paludisme [171,172].  
 
II. 1 Projet de thèse 
 
Mon projet de thèse s’est inscrit dans ce contexte, à savoir comparer des isolats issus de patients présentant soit un 
paludisme simple, soit un paludisme cérébral, soit un paludisme associé à la grossesse, en mettant en œuvre une 
approche de spectrométrie de masse complétée par la mesure d’expression des transcrits des gènes var.  Ces isolats 
ont été recueillis dans des centres de santé au Bénin lors de missions que j'ai réalisées au moment des saisons de 
transmission.  
L’objectif principal vise à évaluer le « pattern protéique membranaire » des parasites en conditions naturelles 
associé à une forme clinique caractérisée de paludisme. L’objectif secondaire porte sur la famille des gènes var en 
étudiant le taux de transcription des variants par RT-qPCR en fonction des données cliniques des échantillons et en 
leur associant les protéines PfEMP-1 identifiées par LC-MS/MS. 
 Les objectifs ont été les suivantes :  
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1/ Identifier les protéines membranaires exprimées par le parasite à la surface de l’érythrocyte, en utilisant une 
approche de LC-MS/MS à partir d’isolats plasmodiaux cliniquement bien caractérisés. 
 
2/ Etablir un différentiel d’expression de ces protéines membranaires en fonction des groupes cliniques, dans le but 
de valider ou de conforter les données de transcriptome acquises par  la communauté scientifique sur les différentes 
formes cliniques de paludisme, et de proposer de nouvelles cibles vaccinales. 
 
3/ Identifier les PfEMP-1 ou les domaines impliqués dans le paludisme cérébral par comparaison avec le paludisme 
simple, et les corréler avec le taux de transcrit des gènes var de ces parasites. Dans ce contexte, l’identification de 
VAR2CSA en LC-MS/MS à partir des isolats issus de sang placentaire nous a permis de valider nos données pour 
les deux autres formes cliniques de paludisme.  
 
II.2 Intérêt de la spectrométrie de masse 
 
Nous souhaitions au travers de ce projet mieux appréhender les protéines impliquées dans la virulence de 
P. falciparum. A défaut de la caractérisation complète des protéines membranaires et par manque d’anticorps 
permettant de cibler les protéines potentiellement à fort intérêt, il fallait trouver une technique capable de réunir et 
d’identifier le plus large panel de protéines portant les fonctions d’intérêt. La spectrométrie de masse appliquée à la 
mesure de biomolécules est apparue comme l’outil incontournable pour permettre l’identification de ces protéines 
[173,174]. Depuis l’apparition des banques de données génomiques issues du séquençage de l’ADN d’organismes 
modèles, à l’image de la levure dans les années 1990 [175], l’emploi de la spectrométrie de masse s’est généralisé. 
En parallèle, l’accroissement de la puissance des outils informatiques associé à des algorithmes adaptés ont permis 
la comparaison de données, souvent complexes, issues de la spectrométrie de masse aux données modélisées 
informatiquement d’après ces banques [176]. Ainsi, depuis une quinzaine d’années, la spectrométrie de masse est 
devenue l’outil clé de l’identification et du séquençage de protéines. Cependant les limitations des appareils de 
mesure imposent la plupart du temps l’implémentation de : 
1/ Techniques d’enrichissement des protéines afin de contourner l’énorme obstacle que constitue la gamme 
dynamique d’expression des protéines au sein d’un organisme vivant. 
2/ Techniques de fractionnement des peptides selon leurs propriétés physico-chimiques afin de diminuer la 
complexité des mélanges à analyser. 
La spectrométrie de masse est une méthode analytique qui permet la détermination de la masse moléculaire d’un 
composé ionisé via l’obtention d’un rapport masse (m) sur charge (z). Cette technique est privilégiée dans le 
domaine de l’analyse en raison de sa faible consommation d’échantillon, donc de sa sensibilité, et de sa grande 
résolution permettant la discrimination de composés de rapports m/z très proches. 
L’analyse qualitative des peptides fractionnés a été réalisée lors de mes travaux par spectrométrie de masse. 
L’utilisation de la technique d’ionisation par nanoElectroSpray (nESI) couplée à des analyseurs de masse de plus en 
plus résolutifs, sensibles et rapides rend possible l’analyse de quantités très faibles de l’ordre de la femtomole. 
L’automatisation et le couplage direct d’une HPLC avec un spectromètre de masse permettent l’étude d’un grand 
nombre d’échantillons complexes pour une identification de biomarqueurs potentiels [177,178]. Cette approche de 
protéomique nous a permis également d’explorer les protéines hypothétiques et notamment la famille des PHISTs. 
En effet, un grand nombre des protéines de Plasmodium, environ 60%, sont annotés comme protéines putatives, 
dont la synthèse et le niveau de traduction restent inconnus. Ces protéines, dont les PHISTs, ne présentent peu ou 
pas d’homologie avec des protéines caractérisées, rendant leur annotation difficile. Au vu des données de 
transciptomique, certains gènes de la famille des PHISTs sont préférentiellement surexprimés dans certaines formes 
de paludisme.  Mais nous ne pouvons rien supposer quant à leur synthèse protéique et leur localisation, l’approche 
de spectrométrie de masse a le mérite de consolider ces premières observations de transcriptomique malgré une 
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approche qui reste délicate à mettre en œuvre chez Plasmodium. Par ailleurs, d’un point de vue clinique, les 
précédentes études de protéomique [171,172] portaient essentiellement sur le paludisme associé à la grossesse.  Il 
existait donc pour nous un enjeu supplémentaire, celui d’exploiter des données issues de paludisme cérébral de 
manière comparable aux données obtenues lors d’un paludisme associé à la grossesse. Sachant que les protéines 
impliquées dans cette symptomatologie grave de paludisme restent peu caractérisées à l’inverse du paludisme 
associé à la grossesse où la protéine VAR2CSA est caractérisée pour être associée à la séquestration des 
érythrocytes parasités au sein du placenta par l’affinité de cette protéine au récepteur CSA exprimé à la surface du 
tissu placentaire via le syncytium.  
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III. Matériels & Méthodes 
 
Dans ce chapitre, nous ne détaillerons que les éléments des matériels et méthodes qui n'ont pas été abordés, ou 
seulement trop sommairement, dans les publications qui suivent.  Pour les autres, il suffira de se référer aux articles. 
 
III. 1 Echantillons de l’étude 
 
Une collecte de prélèvements sanguins chez des jeunes enfants présentant un accès pernicieux a été mise en place 
dans les services de pédiatrie de l’hôpital Mère et Enfant de la Lagune (HOMEL) et au Centre National Hospitalo-
universitaire (CNHU) à Cotonou au Bénin. Nos critères d’inclusion étaient un test de diagnostic rapide (TDR) pour 
le paludisme positif et un score de Blantyre inférieur ou égal à 2.  
En parallèle, nous avons mené un dépistage systématique par TDR d’une infection à P. falciparum chez les femmes 
se présentant pour un accouchement dans les services de maternité d’HOMEL et du CNHU. Toutes les femmes 
présentant un test positif ont été incluses dans l’étude après consentement. Un prélèvement sanguin et une biopsie 
placentaire ont été alors réalisés (annexe 1).  
Notre groupe contrôle est constitué d’accès simples de paludisme principalement chez l’adulte et l’adolescent. Son 
recrutement a été réalisé dans les centres de santé de Comé et d’Akodéha, à 70 km à l'Ouest de Cotonou, avec des 
critères d’inclusion basés sur un TDR positif et la présence d'une température axillaire supérieure à 37.5°C. La 
collecte de l’ensemble de ces échantillons a été réalisée lors de missions que j'ai réalisées au cours de deux saisons 
des pluies en Octobre – Décembre 2011 et Mai - Juillet 2012.  
L’ensemble des prélèvements a été acheminé au laboratoire CERPAGE de Cotonou, une lecture contrôle en 
microscopie des frottis sanguins et gouttes épaisses après coloration au Giemsa a été réalisée. Chaque prélèvement a 
été divisé en deux aliquotes pour permettre d’une part l’extraction des ARN totaux des formes rings et, d’autre part 
la mise en culture in vitro des formes parasitaires afin d’obtenir des formes matures. Après environ 18h de 
maturation, les protéines parasitaires ont été extraites après déplétion des érythrocytes sains. 
Les échantillons issus des femmes à l’accouchement ont été traités différemment dans la mesure où le sang 
placentaire contenait de nombreuses formes matures de parasites. A la réception de la biopsie placentaire, le sang a 
été directement collecté et déplété en érythrocytes sains, puis les protéines ont été extraites. Le sang périphérique 
des femmes à l'accouchement était quant à lui consacré à l’obtention des ARN totaux.  
 
III. 2 Spectromètre de masse 
 
Un spectromètre de masse est classiquement constitué de trois modules : la source d’ionisation, l’analyseur et le 
détecteur. Les peptides sont ionisés à partir de la source d’ionisation, les ions sont ensuite analysés par le module 
analyseur qui va séparer ces ions en fonction de leur rapport m/z. Enfin, la collecte de ces ions se fait par le 
détecteur qui quantifie et amplifie le signal. Les étapes d’analyse et de détection se réalisent dans un vide poussé 
pour éviter toute collision entre les ions et les molécules de gaz. A la sortie du détecteur, l’outil informatique permet 
le traitement des données et génère les spectres de masse de l’intensité ionique en fonction du rapport m/z dont 
découle la masse moléculaire de la molécule analysée.  
Il existe deux types de sources d’ionisation dites « douces » généralement appliquées à la mesure de biomolécules, 
la source MALDI (Matrix Assisted Laser Desorption Ionisation) et l’electrospray. Toutes deux ont été développées 
dans les années 1980 aboutissant à un Prix Nobel en 2002 [179,180].  Les années 1990 voient l’essor considérable 
de la spectrométrie de masse dans le domaine de la biologie. Les sources analyseurs et détecteurs vont ainsi être 
associées différemment, donnant une grande variété d’appareils. La spectrométrie de masse en tandem (MS/MS) est 
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devenue à partir des années 1990 l’outil incontournable d’une analyse qui allait prendre le nom de « protéomique ». 
Dans lequel un ion peptidique sélectionné par un premier analyseur est fragmenté lors de la collision avec les 
molécules de gaz. Ces ions fragmentés alors produits sont de nouveau séparés dans un second analyseur (figure 15). 
Le choix du spectromètre de masse (nature de la source et de l’analyseur) et de la technique chromatographique en 
amont, dépend essentiellement de la nature, de la complexité de l’échantillon et de la résolution souhaitée.  
 
 
Figure 15 : Schématisation d’un spectromètre de masse en tandem 
(http://en.wikipedia.org/wiki/File:MS_MS.png). 
 
Dans notre projet, nous avons travaillé avec un LTQ - Orbitrap (Linear Ion Trap – Orbitrap) qui offre une haute 
résolution tout en s’affranchissant du haut champ magnétique généralement associé aux appareils dits « FT ICR ». 
Le principe de l’Orbitrap a été décrit par Makarov et al. [181]. Le LTQ-Orbitrap est un appareil hybride, mis au 
point par la société Thermo Electron, constitué d’une trappe ionique couplée à un piège d’ions électrostatistique, 
aussi appelé trappe orbitale à transformée de Fourier. Il est équipé par une source d’ionisation par nano-électrospray 
(ESI), suivie d’un premier analyseur de type trappe ionique linéaire et d’un second analyseur de type Orbitrap qui 
est un piège à champs électrostatiques dans lequel le mouvement de multiples ions, dépendant du rapport m/z, est 
traduit par une transformation mathématique : la transformée de Fourier. 
Grâce à l’utilisation d’un vide très poussé et d’une injection rapide des ions depuis le premier analyseur par un piège 
intermédiaire appelé C-Trap capable de piéger les ions sur une large gamme de masse sans effet de temps de vol, 
l’orbitrap offre une bonne résolution sans avoir recours à un champ magnétique intense. Les ions impulsés alors 
dans l’Orbitrap sont stables pendant plusieurs secondes générant des résolutions très élevées (de l’ordre de 100000 
m/∆m), et une excellente précision de masse inférieure à 2 ppm [182,183]. 
 
III. 2. 1 La source d’ionisation : l’électrospray 
 
La source de type electrospray développée dans les années 1980 permet la production d’ions en phase gazeuse à 
partir d’échantillons en solution [179,184].  L’échantillon doit, en amont de l’ionisation en electropsray, être 
solubilisé dans un solvant organique volatil à pH acide et amené par un capillaire à la source à pression 
atmosphérique. Un champ électrostatique se crée alors entre le capillaire et la contre-électrode provoquant 
l’accumulation de charges à la surface du liquide, situé à l’extrémité du capillaire, qui se rompt en induisant la 
formation de gouttelettes fortement chargées. Les gouttelettes ainsi formées sont désolvatées et séchées par un flux 
d’azote chauffé circulant à contre courant. Ce processus entraine alors une série d’éclatements de gouttelettes par 
répulsion électrostatique et les ions qui se retrouvent rapidement en phase gazeuse sont aspirés vers l’analyseur. 
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III.2. 2  Calcul de la masse 
 
La caractérisation de l’ionisation en électrospray est la formation d’ions multichargés. En mode positif les charges 
sont apportées par des protons H+ ou par des cations Na+, K+, NH4+ issus du solvant dans lequel est solubilisé 
l’échantillon. En analyse peptidique, les charges positives proviennent de la protonation du groupement NH2 
terminal et des résidus basiques (lysine, arginine). Le calcul de la masse d’un peptide se fait par l’addition des 
masses monoisotopiques des résidus d’acides aminés du peptide. La masse monoisotopique est elle-même la somme 
des masses exactes  de chaque isotope stable, à la quelle il faut ajouter la masse de H2O (18.01056) et celle du 
proton (1.00785) pour obtenir [M+H]+. Il est important de considérer les méthionines qui peuvent être oxydées 
(15.99491), la présence de résidus d’acrylamide sur les cystéines (71.0371), si celles-ci sont également 
iodoacétylées (58.0071) et l’ajout éventuel de masse liée à des modifications post-traductionnelles.  
 
III.2. 3 Les analyseurs 
 
Deux grandes familles d’analyseurs se distinguent, ceux à faisceaux d’ions (analyseur à temps de vol, TOF) et ceux 
à piégeage d’ions comme les pièges ioniques linéaires, par résonance cyclotronique (FT-ICR) et à trappe orbitale. 
La performance de ces différents analyseurs est évaluée selon trois grands paramètres : 
 
1/ La vitesse de balayage : temps que l’analyseur met à établir un spectre pour une gamme de m/z donnée. 
2/ La résolution : capacité de l’analyseur à séparer deux composés de m/z proches, définie par le rapport R 
de la masse (m) mesurée sur la largeur du pic (m) généralement mesurée à mi-hauteur (Full width at half 
maximum FWHM). 
R = m/ m 
 
3/ La précision : faculté de l’analyseur à mesurer une masse juste de la molécule analysée. Elle est définie 
en ppm pour un composé connu à partir des masses moléculaires mesurées (mmes) et attendues (mth) selon la formule 
suivante :  
Précision (ppm) = 10
6
 x (mmes –m th) / mth   
Un spectromètre mal calibré peut conduire à une identification de protéines erronées (faux positif) ou a une absence 
d’identification. Il est donc important de connaitre la précision du spectromètre de masse pour réaliser les recherches 
en banque de données et de s’assurer que la calibration permet une mesure à la hauteur des spécifications de 
l’appareil. Ainsi, les critères sur la gamme de masse, la précision de la mesure de masse et la résolution souhaitée 
orienteront le choix du type d’analyseur utilisé.  
 
III. 2. 4 La fragmentation des peptides 
 
Une fragmentation peut être induite dès lors que l’énergie interne de l’ion est suffisamment élevée pour amener une 
liaison covalente à se rompre. Cette énergie interne est liée à la production d’ions par les sources. Après collision, 
l’énergie interne des ions augmente et des liaisons intramoléculaires les plus fragiles peuvent être rompues, c’est le 
cas des liaisons peptidiques dans le cadre de peptides. La rupture d’une de ces liaisons parmi toutes celles présentes 
dans un peptide conduit essentiellement à l’apparition de deux séries d’ions selon la répartition des charges portées 
par les fragments : 
1/ les ions de type y portant la charge sur le fragment C-terminal du peptide 
2/ les ions de type b portant la charge sur le fragment N-terminal du peptide 
   
Matériels & Méthodes 
 
  
 - 36 -  
Une nomenclature a été établie différenciant les fragments dont la charge est portée par la partie N-terminale à ceux 
dont la charge est portée par la partie C-terminale (figure 16) [185]. 
 
 
 
Figure 16 : Nomenclature des ions issus d’une fragmentation en MS/MS [185]. 
 
L’analyse de peptides en spectrométrie de masse en tandem détecte ainsi les séries de fragments (figure 17a). La 
différence de masse entre des ions consécutifs d’une même série détermine l’identité des acides aminés et de ce fait 
la séquence du peptide (figure 17b).  
 
 
 
Figure 17 : Lecture d’un spectre de masse. A/ l’abondance relative des masses observées en fonction de leur  
rapport (m/z),  B/ Séquence déduite du produit de fragmentation en A. (http://ead.univ-
angers.fr/~jaspard/Page2/COURS/9ModulGenFoncVeg/6Proteomique/1Proteomiq.htm). 
 
III. 2. 5 Identification d’une protéine 
 
B/  
A/ 
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A partir des spectres de masse MS/MS, des logiciels tels que Mascot ou Sequest permettent la recherche en banques 
de données des protéines dont les peptides peuvent correspondre en terme de fragmentation au spectre de 
fragmentation théorique [186]. L’identification des protéines repose sur une comparaison des séquences des 
peptides analysées avec des séquences peptidiques attendues issues d’un produit de digestion théorique dit « in 
silico » d’une protéine connue ou déduite des ARN messagers, référencées dans les bases de données (figure 18). 
L’identification des protéines est évaluée par un score de probabilité d’identification, directement lié au nombre de 
peptides permettant l’identification et au pourcentage de recouvrement de la séquence protéique identifiée. Le mode 
de calcul de ce score diffère entre les différents moteurs de recherche. Avec le moteur de recherche Mascot, le calcul 
du score est basé sur un calcul de probabilité, P, où le « match » observé entre les données expérimentales et les 
séquences des banques de données est considéré comme un événement aléatoire. Le score rapporté est alors -10 log 
(P). Ainsi pour une recherche de 1500 peptides dans une gamme de masse tolérée et un seuil de significativité de 
0.05, on a donc 1 chance sur 20 d’avoir des faux positifs se traduisant par un seuil de score de 45. Le score d’une 
protéine est ainsi basé sur la somme des scores d’ions des peptides uniques identifiés pour cette protéine. Si 
l’identification du peptide est très redondante, Mascot prend en compte uniquement le score du peptide le plus élevé 
[187]. Pour Sequest, le mode de calcul diffère, on parle de score de « cross corrélation » (Xcorr), basé sur une 
comparaison entre la construction théorique d’un spectre et un spectre expérimental, aboutissant à un score relevant 
de la bonne corrélation entre les deux spectres pour un peptide donné [188].   
La multiplication des interrogations via différents moteurs de recherche permet de conforter les identifications 
[189,190]. Il est usuel de fixer un seuil de faux positifs acceptables de 5%, cependant ce seuil est dépendant de la 
taille de la banque de données interrogée. De même, un minimum de deux peptides est généralement requis pour 
affirmer l’identification d’une protéine en spectrométrie de masse.  
 
 
 
Figure 18 : Principe général de l’identification d’une protéine 
 
 
III.3  Mise au point de la préparation des échantillons de terrain 
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Les méthodes de préparation des fantômes membranaires d’érythrocytes parasités sont décrites dans la littérature 
[191] mais difficilement adaptables à des échantillons de terrain où le volume sanguin issu de prélèvements de 
patients souffrant de paludisme est restreint. Nous avons donc fait le choix de travailler à partir d’extraits protéiques 
globaux issus de prélèvements préalablement enrichis en Plasmodium.  
Cependant, la grande hétérogénéité d’un mélange protéique rend difficile l’analyse du protéome en une seule fois et 
en totalité en état actuel des connaissances et des techniques En effet, nos échantillons présentaient une complexité 
importante par la présence d’érythrocytes parasités et non parasités. Les protéines érythrocytaires comme la 
spectrine, l’actine, la bande 3 constituaient notre principal contaminant par leur abondance dans nos préparations. 
Pour diminuer cette complexité et permettre une meilleure identification des protéines de Plasmodium deux 
approches combinées ont été utilisées : 
 1/ Déplétion du sérum par lavage du culot globulaire et gradient de densité 
1bis/ Déplétion des érythrocytes sains par colonne magnétique MACS. Cette purification est basée sur la 
dégradation de l’hémoglobine des érythrocytes parasités qui sont chargés en Fe2+ en hémozoïne chargée Fe3+ lors de 
la maturation parasitaire. Ce produit de dégradation présente des propriétés magnétiques permettant de capter ces 
cellules par une colonne aimanté tout en éliminant les cellules saines [192].   
 2/ Optimisation du fractionnement des peptides selon leurs propriétés physico-chimiques par 
chromatographie liquide à haute performance (HPLC).  
La complexité de nos échantillons a nécessité l’optimisation de l’étape de fractionnement en amont de l’analyse en 
LTQ-Orbitrap. Deux grandes approches sont usuellement employées pour le fractionnement de l’échantillon. Soit en 
amont de la digestion par électrophorèse en gel 2D, soit après digestion des protéines par chromatographie liquide à 
haute performance. Les deux approches ont des avantages et inconvénients présentés dans le tableau 2.  
 
 Technique de fractionnement 
 Electrophorèse en gel HPLC 
Avantages Bonne résolution, adaptée aux 
protéines ; Absence de perte de 
l’échantillon après séparation 
Bonne résolution ; Reproductible ; 
Adaptée aux protéines et aux 
peptides ; Plusieurs types de 
colonnes combinables ;  
Automatisable ; Faible quantité 
d’échantillons dans le cadre d’une 
nano-HPLC  
Inconvénients Nécessité une grande quantité de 
protéines ; Mauvaise séparation 
des protéines présentant des pI 
extrêmes ; Peu reproductible ; 
Temps de réalisation long ; 
Difficilement automatisable 
Séparation longue ; Perte 
d’échantillon à l’injection 
Tableau 2 : Comparaison des deux méthodes de fractionnement [177,193]  
 
Concernant nos travaux, l'approche par électrophorèse en gel 2D s’est avérée fastidieuse, notamment en raison de la 
trop grande complexité des échantillons présentant des poids moléculaire à la fois élevés de l’ordre de 250 à 350 
kDa et faibles. Une perte importante d’information était également constatée, portant essentiellement sur les 
protéines membranaires de Plasmodium. Il est décrit dans la littérature la difficulté de la mise en œuvre d’une 
électrophorèse en gel 2D suivie d’une analyse en spectrométrie de masse sur des protéines membranaires dont les 
propriétés physico-chimiques sont peu appropriées pour ce type d’approche [194,195]. De plus, nos quantités de 
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protéines étaient souvent limitées pour réaliser une électrophorèse en gel 2D dans des conditions optimales. Nous 
avons donc fait le choix de travailler à partir d’un fractionnement réalisé en HPLC après digestion trypsique des 
protéines. Au vu de la variété importante de peptides obtenus après digestion des extraits protéiques totaux, il était 
inévitable soit d’augmenter le sous fractionnement en peptides (séparation off gel par exemple) soit d’allonger le 
temps de fractionnement afin d’optimiser la séparation des peptides. La quantité totale de protéines purifiées n’a pas 
permis un sous fractionnement sans dilution de l’échantillon. Aussi c’est l’optimisation des paramètres 
chromatographiques qui a été choisie. Le chromatogramme d’ions est le reflet de l’ensemble des signaux enregistrés 
par le spectromètre de masse avec l’intensité (en ordonnée) en fonction du temps (en abscisse). Ainsi, plus les pics 
d’un chromatogramme d’ions sont résolus mieux ils se distinguent, de même que plus les événements m/z sont 
individualisés plus l’identification des peptides est bonne.  
La comparaison entre les deux types de colonnes de 15 et 50 cm montre une meilleure séparation des différentes 
masses et une intensité des pics plus grande avec la colonne de 50 cm (figure 19). En effet, si on compare la 
répartition des évènements entre les deux colonnes, on constate une qualité supérieure avec la colonne de 50 cm 
avec moins d’effets de « trainée » synonymes de peptide redondant et une meilleure séparation des peptides. La 
présence de trainées peut également s’expliquer par l’utilisation du rapigest, un dénaturant équivalent au SDS 
Sodium Dodecyl Sulfate mais davantage compatible avec la spectrométrie de masse.   
D’autre part, le nombre d’évènements (MS/MS) est plus important avec la colonne de 50 cm, 19600 contre 12205 
pour la colonne de 15 cm (voir tableau de gauche de la figure 19). La comparaison des deux chromatogrammes 
montre également un décalage vers la droite du début des pics entre les deux colonnes, autre signe d’un meilleur 
gradient de séparation. Le pourcentage de faux de positifs (% FPR) n’était pas, quant à lui, plus important malgré un 
nombre d’événements plus conséquent avec la colonne de 50 cm (2.30% et 2.22% pour les colonnes de 15 et 50 cm, 
respectivement). Par contre, le nombre de protéines identifiées est nettement augmenté, voire doublé dans certains 
cas (509 et 1112 protéines identifiées pour les colonnes de 15 et 50 cm, respectivement), mais nous avons également 
augmenté le nombre de protéines identifiées avec un seul peptide, et qui n'ont pas été considérées comme 
correctement identifiées pour la suite de nos analyses. 
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Figure 19 : Comparaison des chromatogrammes et répartition des évènements (heap map) issus de gradients de 
120 et 240 minutes.  Caractéristiques de programmation pour les colonnes et résultats obtenus (voir tableau de 
gauche) 
Nous avons obtenu un gain d’identification de peptides et de protéines dans l’ensemble de nos préparations à partir 
de la colonne de 50 cm, ce gain était conséquent pour les protéines membranaires de Plasmodium. Le tableau 3A 
illustre pour quatre échantillons placentaires le nombre de peptides « matching » et le nombre de protéines 
identifiées avec les deux colonnes. Pour deux échantillons, le nombre de peptides est inférieur avec la colonne de 
50 cm mais le nombre de protéines identifiées reste supérieur, gage d’une meilleure qualité d'identification des 
peptides.  
Enfin, nous avons comparé pour ces échantillons les séquences peptidiques retrouvées pour la protéine PfEMP-1 
dans ces échantillons. Nous constatons qu’on ne retrouve pas systématiquement les mêmes séquences peptidiques 
pour un même produit de digestion d’un même échantillon mais globalement nous obtenons davantage de séquences 
peptidiques assignées à cette protéine PfEMP-1 avec la colonne de 50 cm qu’avec la colonne de 15 cm. 
En résumé, nous avons considéré pour la suite de nos analyses la colonne de 50 cm comme plus satisfaisante. Le 
gain n’était pas systématique mais existait avec la majorité des échantillons testés.  
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Tableau 3 : Comparaison des colonnes de 15 et 50 cm sur quatre échantillons placentaires. A/ Comparaison 
entre les deux colonnes du nombre d’événements observés (Nombre de queries), le nombre de peptides « matching » et 
les protéines associées. B/ Comparaison des peptides observés avec les deux colonnes pour la protéine PfEMP-1.  
 
15cm/50cm Nbre de queries Nbre de peptide matching Nbre de protéine
HM007 12738/18538 3605/4077 701/938
HM020 15358/18786 3590/2898 499/573
HM019 18984/19628 5365/4288 731/1092
HM016 14449/19282 4716/5264 593/807
Colonne 15 cm Colonne 50 cm
PfEMP1 HM020PAM_S_312 NNPYSAEYVTK  K.NNPYSAEYVTK.L
VAR2CSA/PfEMP1 HM020PAM_S_312 STNNVEELIK  K.STNNVEELIK.N
VAR2CSA HM020PAM_S_312 TVGSGAENVNAWWK
VAR2CSA HM020PAM_S_312 GNDLVHDEYTK  K.GNDLVHDEYTK.Y
VAR2CSA HM020PAM_S_312 YSFADIGSIIK
VAR2CSA/PfEMP1 HM020PAM_S_312 GSDMLTNIQFK
VAR2CSA HM020PAM_S_312  K.GFCHAVQR.S
VAR2CSA HM020PAM_S_312  K.DLYQQENETSSSSK.K 
VAR2CSA HM019PAM_S_309 NISTEQ DTSYSSLDELR
VAR2CSA HM019PAM_S_309  K.TYDGFISPGK.G
PfEMP1 HM019PAM_S_309  R.DTFNTSSGDTFTNK.L 
VAR2CSA HM007PAM_S_310 IVQ NHPDTNSSNVCVALER
PfEMP1 HM016AP_S_313 IDTILQK  K.IDTILQK.N
PfEMP1 HM016AP_S_313  K.STIDLLR.V
PfEMP1 HM016AP_S_313  K.VLQGDLLK.V
PfEMP1 HM016AP_S_313  K.NTPSDTQNDIQNDGIPSSK.I
PfEMP1 HM016AP_S_313  K.SDYDIPTK.L 
A/
B/
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III. 4 Quantification relative par LC-MS/MS 
 
L’une des approches de quantification relative en spectrométrie de masse est basée sur un rapport entre le nombre de 
peptides uniques observés et le nombre de peptides observables, rapport connu sous le nom d’index emPAI, 
Exponentially Modified Protein Abundance Index [196] : 
 
emPAI = 10 
(N peptides observés/ N peptides observables)
 -1 
 
Cet index reflète l’abondance d’une protéine dans un échantillon complexe et peut-être comparé entre différents 
échantillons. Notre étude sur l’expression différentielle des protéines membranaires selon la forme clinique du 
paludisme repose sur cet index après identification combinée des protéines à partir des moteurs de recherche Mascot 
et Sequest. Nous avons considéré une protéine comme identifiée si et seulement si elle était identifiée avec au moins 
deux peptides et présente dans au moins un des 30 échantillons analysés. Pour palier aux « valeurs manquantes », 
correspondant aux protéines non identifiées dans un échantillon,  nous avons attribué à ces données la moitié de 
l’emPAI minimum observé dans cet échantillon et nous avons normalisé sur la médiane par échantillon [170]. Enfin, 
chaque emPAI a été transformé en log2 afin de se rapprocher au mieux de la normalité de la distribution, permettant 
également de donner davantage de poids aux petits écarts d’emPAI entre les échantillons.  
III. 5 Banque de données 
 
En spectrométrie de masse, excepté pour le séquençage de novo, l’identification d’une protéine repose sur son score 
d’identification, basé sur une comparaison de séquence peptidique observée et théorique. Plus ce score est important 
plus la confiance accordée à cette identification est importante. Cette comparaison de séquences est équivalente à un 
BLAST, Basic Local Alignement Search Tool. Il est important d’avoir une banque de données la plus exhaustive 
possible. Pour nos interrogations, nous avons fait le choix d’une banque de données hétérogène mais qui se veut la 
plus exhaustive possible. En effet, le principal problème dans notre étude pour identifier des antigènes variant de 
surface (RIFIN, STEVOR et PfEMP-1) est justement qu'ils sont très variants. De ce fait, les banques de données ne 
reflètent pas la grande variabilité de ces antigènes au sein des isolats en conditions naturelles.   
Au vu de la complexité de nos échantillons contenant à la fois des protéines humaines et parasitaires, il n’était pas 
concevable de travailler uniquement sur une banque de données dédiée exclusivement à Plasmodium comme 
PlasmoDB. Par ailleurs, la taille de cette banque de données et le nombre de masses analysées dans nos échantillons 
étaient disproportionnés et ne faisaient qu’augmenter le nombre de faux positifs. Nous avons donc fait le choix de 
travailler sur une banque de données « maison » concaténant les séquences humaines, Plasmodium falciparum issue 
de NCBI, complétée par des séquences des gènes var issues de la banque de données vardom 
(http://www.cbs.dtu.dk/services/VarDom/) et les séquences « reverses » humaines, P. falciparum et var afin d’être 
le plus complet possible, tout en évaluant la fréquence des faux positifs.  
Enfin, pour l’identification des PfEMP-1 dans le cas d’un paludisme cérébral, nous avons été confrontés au nombre 
important de protéines identifiées, probablement car notre banque de données ne reflétait pas suffisamment la 
grande variabilité de séquence des isolats. En effet, il est plausible que les peptides identifiés au sein d’un même 
échantillon puissent correspondre dans notre banque de données à deux protéines « A » et « B » de PfEMP-1 alors 
qu’en condition naturelle une nième PfEMP-1 « C », non référencée regrouperait ces peptides identifiés. C'est la 
raison pour laquelle nous avons élargi nos identifications des PfEMP-1 à leurs domaines DBL et CIDR.  Tous les 
peptides identifiés en spectrométrie de masse comme étant d’origine PfEMP-1 ont été soumis à un BLASTp 2.2.24 
local à partir d’une banque de données des gènes var issue de VARDOM délimitant les différents domaines. Cette 
démarche a permis d’isoler des régions de PfEMP-1 préférentiellement exprimées dans une forme clinique de 
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paludisme. Nous avons défini un peptide comme « prédictif » du domaine si et seulement si le peptide était associé 
uniquement à un sous-type de domaine (ex : NTS, DBL, CIDR et ATS) présent dans plusieurs variants (ex : 3D7; 
DD2; IGH; RAJ116; HB3; IT4; PFCLIN). 
 
III. 6 Méthode d’analyse 
 
Dans notre étude, les analyses sont basées sur les données d’expression quantifiant l’abondance de la protéine 
(emPAI) dans chaque échantillon (données semi-quantitatives).  
 
III. 6. 1 Approche « feature selection » 
 
La sélection de variables (feature selection) est un procédé qui consiste à sélectionner un sous-ensemble de variables 
pertinentes pour le problème biologique posé en vue de leur utilisation dans un modèle de prédiction [197] (figure 
20). Il est particulièrement utile dans les jeux de données de « grande dimension », où le nombre de variables est très 
grand par rapport au nombre d’observations (ou d’expériences). Dans ces cas, l’utilisation de toutes les variables 
introduit du bruit via des variables qui ont un faible pouvoir discriminant, ce qui dégrade les performances des 
méthodes statistiques standards de classification. La sélection de variables permet ainsi de pallier au phénomène du 
« fléau de la dimension » en réduisant la dimension de l’espace des variables explicatives, par l’élimination des 
variables non informatives ou non pertinentes pour le problème biologique posé. Ces méthodes sont 
particulièrement utilisées dans les approches de puces à ADN où le nombre de gènes étudiés est très grand par 
rapport au nombre d’échantillons soumis à l’analyse. Nos jeux de données issus des expérimentations de 
spectrométrie de masse à partir d’extrait protéique total présentent des caractéristiques similaires (grand nombre de 
protéines par rapport au nombre d’échantillons étudiés) et la sélection de variables apparaît une approche 
particulièrement appropriée pour mener à bien notre analyse discriminante.  
Nous avons utilisé trois approches de type « filtre » pour la sélection du sous-ensemble de variables explicatives 
(protéines) permettant de discriminer au mieux les valeurs de notre variable cible (forme clinique du paludisme): le 
score de discrimination de Fisher [198], le test « runs » de Wald-Wolfowitz [199] et la méthode ReliefF [200]. Nous 
avons également généré une liste « consensus » constituée des variables sélectionnées par au moins deux des trois 
filtres utilisés. Les trois sous-ensembles de variables sélectionnées ainsi que la quatrième liste générée, sont ensuite 
soumis à des analyses de clustering et de classification supervisée.  
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Figure 20 : Démarche mise en place dans une approche de « feature selection ». 
 
III. 6. 2 Analyse en classification non supervisée ou clustering 
 
Les méthodes de partitionnement de données, ou clustering, visent à diviser un ensemble de données en différents 
groupes homogènes, en ce sens que les données de chaque sous-ensemble partagent des caractéristiques communes, 
qui correspondent le plus souvent à des critères de proximité ou de similarité que l'on définit en introduisant des 
mesures de distance entre objets. Cette approche non biaisée permet de rechercher des sous-groupes, sans avoir de 
connaissance a priori sur l’existence ou la nature de tels sous-groupes (d’où le nom de « classification non 
supervisée »).  
Dans notre étude, nous avons utilisé différentes méthodes de clustering : K-means [201,202], les cartes auto-
organisatrices (ou cartes de Kohonen) [203] et le clustering hiérarchique agglomératif [204]. 
Une autre analyse non supervisée a été réalisée à partir de nos données d’expression : l’analyse en composantes 
principales. Cette méthode permet de représenter des données originelles dans un espace de dimensions inférieures à 
l’espace originel (en général, deux ou trois dimensions), en limitant au maximum la perte d’information [205,206]. 
Un changement de coordonnées est réalisé afin de déterminer de nouveaux axes, appelés composantes principales, 
concentrant ainsi la plus grande partie de la variabilité des échantillons. Ces composantes principales sont ordonnées 
selon l’importance de la variabilité globale du jeu de données qu’elles expliquent. De ce fait, l’axe 1 expliquera la 
plus grande source de variance, le second axe orthogonal au premier axe extrait la plus grande source de variance 
restant à expliquer et ainsi de suite jusqu’à l’explication de toutes les variances. Les dernières composantes 
contiennent surtout le bruit. 
 
III. 6. 3 Analyse de classification supervisée 
 
La classification supervisée a pour objectif de définir des règles permettant de regrouper des objets dans des classes 
connues à partir de variables qualitatives ou quantitatives caractérisant ces objets. Plusieurs méthodes permettent ce 
type d’analyse comme les arbres de décision dont CART [207], les réseaux de neurones organisés en plusieurs 
couches [208] et à fonctions radiales [209], k-nearest neighbors [210], machines à vecteurs de support [211].  
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III. 6. 4 Validation croisée 
 
La validation croisée est une méthode permettant d’estimer la fiabilité d’un modèle basé sur une technique 
d’échantillonnage. Dans nos analyses, nous avons utilisé la méthode de LOOCV « Leave-One-Out-Cross 
Validation » où chaque observation est prédite selon le modèle dérivé de l’analyse donnant ainsi une estimation non 
biaisée. La méthode LOOCV est une dérive de la méthode « k-fold cross-validation » où l’échantillon est divisé n 
fois (k=n), puis on sélectionne un des n échantillons comme l’ensemble de validation et les (n-1) constituent 
l’ensemble d’apprentissage, permettant de calculer l’erreur estimée du modèle. L’opération est répétée n fois en 
sélectionnant un autre échantillon parmi les (n-1) échantillons qui n’ont pas encore été utilisés pour la validation du 
modèle. L’opération se répète ainsi n fois pour qu’au final chaque sous échantillon ait été utilisé une fois comme 
ensemble de validation. La moyenne des n erreurs estimées est calculée pour estimer l’erreur de prédiction du 
modèle.
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IV. Travaux 
 
IV. 1 Etude différentielle des protéines membranaires et hypothétiques 
 
L'évolution vers les différentes formes cliniques de paludisme dépend du phénomène de séquestration des 
érythrocytes parasités au sein des organes profonds de l’individu. Indépendamment de la maturité ou de la richesse 
du répertoire immunitaire de l’hôte contre les infections à P. falciparum, seul le lieu de séquestration des 
érythrocytes parasités distinguera le paludisme cérébral du paludisme associé à la grossesse et le paludisme simple.  
La maturation des parasites au sein de l’érythrocyte induit un remodelage conséquent de la membrane de 
l’érythrocyte parasité, aboutissant à l’export d’un grand nombre de protéines parasitaires dans la membrane ou sous 
la membrane. C’est donc au cours de la maturation parasitaire que le phénomène de séquestration se manifeste. Il en 
résulte que la plus grande variabilité du protéome de P. falciparum en relation avec la symptomatogie du paludisme 
est attendue au niveau des protéines membranaires incluant les antigènes variant de surface.  
L’objectif de notre étude a été d’identifier les protéines membranaires et/ou hypothétiques discriminantes d’une des 
deux formes graves de paludisme par rapport au paludisme simple.  Les protéines hypothétiques ont été prises en 
considération, dans la mesure où elles sont potentiellement membranaires. 
Pour répondre à cette question, nous avons collecté des échantillons de sang parasité chez des patients présentant 
soit un paludisme cérébral (CM), soit un paludisme simple (UM), soit un paludisme associé à la grossesse (PAM) 
dans la région de Cotonou au Bénin. La nature des prélèvements ne permettait pas de réaliser des fantômes 
membranaires. L’analyse en LTQ-Orbitrap a donc été réalisée sur des extraits totaux de protéines après déplétion 
des érythrocytes sains. Le choix d’une digestion trypsique en solution des extraits protéiques, suivie d’une 
chromatographie d’affinité avec un gradient de 4h en colonne de 50 cm, a permis d’optimiser l’identification des 
protéines membranaires de P. falciparum dans nos isolats de terrain. 
Cette approche expérimentale permet un gain d’identification des protéines membranaires de Plasmodium au vu des 
études antérieures réalisées sur des isolats de terrain analysés en spectrométrie de masse, mais a également le défaut 
d’une identification très importante en terme de nombre de protéines identifiées, compliquant la manipulation des 
jeux de données (52.084 protéines CM, 64.357 protéines PAM et 25.564 protéines UM).   
 
L’analyse a  porté sur une comparaison deux à deux du protéome soit : 10 échantillons PAM vs. 10 échantillons UM 
et 10 échantillons CM vs. 9 échantillons UM. La sélection des protéines membranaires et/ou hypothétiques s’est 
faite a posteriori de l’analyse expérimentale et après comparaison du protéome de l’ensemble des échantillons 
inclus dans l’analyse. De la comparaison deux à deux, une liste exhaustive de protéines a été établie par Protéome 
discoverer V. 1.3.0, liste qui a été nettoyée de la manière suivante :  
1/ Déplétion des contaminants (kératine, trypsine, séquence reverse) 
2/ Déplétion des protéines identifiées uniquement avec l’un des deux moteurs de recherche 
(Mascot et Sequest) 
3/ Déplétion des protéines identifiées avec un seul peptide 
4/ Distinction entre les protéines d’origine érythrocytaire et parasitaire 
5/ Calcul de l’index emPAI et normalisation du jeu de données 
6/ Sélection des protéines membranaires et/ou hypothétiques 
 
L’identification de protéines discriminantes d’une forme clinique donnée de paludisme s’est faite à partir d’analyses 
de clustering (hiérarchique ou non) et de classification supervisée basées sur l’index emPAI.  Ces travaux ont abouti 
à la rédaction de deux articles dont l’un est actuellement sous presse dans Journal of Infectious Disease et l’autre en 
préparation.   
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IV.1. 1  Bertin et al. – Journal of Infectious Disease - 2013  
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Summary  
Background: Plasmodium falciparum is responsible of severe malaria, including pregnancy-associated malaria 
(PAM). During intra-erythrocytic maturation, the infected erythrocyte (iE) membrane is modified by insertion of 
parasite-derived proteins, mainly consisting of variant surface antigens, such as PfEMP1.  
Methods: To identify new PAM-specific parasite membrane proteins, we conducted a mass spectrometry-based 
proteomic study and compared the protein expression profiles between 10 PAM and 10 uncomplicated malaria 
(UM) samples.  
Results: We focused on the 454/1139 membrane-associated and hypothetical proteins for comparative analysis. 
Filter-based feature selection methods combined with supervised data analysis identified a subset of 53 proteins that 
distinguished PAM and UM samples. Up to 19/20 samples were correctly assigned to their respective clinical group. 
A hierarchical clustering analysis of these 53 proteins based on the similarity of their expression profiles revealed 
two main clusters of 40 and 13 proteins, respectively under- or over-expressed in PAM. 
Conclusion: VAR2CSA is identified and associated to PAM, validating our experimental approach. Other PAM-
predictive proteins included PFI1785w, PF14_0018, PFB0115w, PFF0325c, and PFA_0410w. These proteomics 
data demonstrate the involvement of selected proteins in the pathophysiology of PAM, providing new insights for 
the definition of potential new targets for a vaccine against PAM.  
 
Introduction  
Within the erythrocyte, Plasmodium falciparum 
reshapes the host cell, inducing knobs formation. These 
knobs are responsible for alterations in morphology and 
deformability of the infected erythrocyte (iE) [1, 2], that 
increase its membrane rigidity, and prevent the passage 
of iEs through small capillary blood vessels from the 
spleen [1].  The major protein present in knobs is 
KAHRP (knob-associated histidin rich protein) [3], 
involved in the export of variant surface antigens 
(VSAs), such as Plasmodium falciparum erythrocyte 
membrane protein-1 (PfEMP1).  Another major knob 
protein is MESA (mature parasite-infected erythrocyte 
surface antigen), involved in destabilizing the 
erythrocyte membrane skeleton [4, 5]. VSAs play an 
essential role in the host-parasite interface during the 
intra-erythrocytic cycle [6, 7].  Among VSAs, the two 
major families of proteins are RIFIN, and PfEMP1.  
These proteins are coded by multi-gene families, the 
repetitive interspersed family (rif) and var genes. Rif 
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genes are abundant with 200 copies in the genome, 
coding for the trans-membrane RIFIN proteins on the 
erythrocyte surface, targets of the immune response, but 
their function being yet unknown [8]. Unlike var genes, 
several rif genes may be concomitantly expressed on the 
surface of IEs [9]. Sixty var genes in each genome 
encode for PfEMP1 proteins that vary in size, but are 
generally 250-350 kDa [10]. These PfEMP1 are 
adhesines capable of adhering to endothelial cells or to 
circulating blood cells. These adhesion mechanisms are 
in direct relation with the gravity of the disease [6]. 
During pregnancy-associated malaria (PAM), a 
particular variant of PfEMP1, VAR2CSA, is involved in 
disease pathogenesis. Only parasites expressing 
VAR2CSA, encoded by the var2csa gene [11], do 
sequester in the placenta, the principal site of 
sequestration of P. falciparum iE during pregnancy. 
Several hypothetical proteins have been identified in 
transcriptomic studies as over-expressed in PAM 
samples [12, 13], but few have been validated by 
localization or proteomic studies. The single study 
linking transcriptomic and proteomic data from malaria 
isolates identified a subset of genes or proteins 
differentially expressed between cerebral malaria and 
PAM [14]. A proteomic study of iE membrane proteins 
from placental P. falciparum isolates [15] identified 
proteins with a low score of identification and a reduced 
number of peptides, probably a consequence of the 
relative poverty in parasitic proteins. Indeed, parasite 
proteins are embedded in a much more abundant mass 
of proteins from the erythrocyte membrane skeleton, 
impairing the identification of parasite proteins by MS.  
The aim of this work was to compare the expression 
profiles of membrane proteins involved in knobs 
structure from isolates associated with two distinct 
clinical presentations of malaria, PAM and UM, using a 
proteomic approach.  Filter-based feature selection 
methods combined with supervised data analysis 
identified a subset of 53 proteins that distinguished 
PAM and UM samples with high classification 
accuracy. Among those, VAR2CSA was associated 
with PAM, validating our experimental approach. Five 
other proteins were also clearly associated with PAM 
parasites: PFI1785w; PF14_0018; PFB0115w; 
PFA_0410w, and PFF0325c. 
 
Experimental Procedures 
 
Ethic statement 
Ethical clearance was obtained from the Institutional 
Ethics Committee of the Faculty of Health Science, 
Abomey-Calavi University.  All patients were included 
after written informed consent from themselves or their 
guardian. Patients received care and adequate treatment, 
according to the national malaria program policy. 
 
Subjects enrolment and samples collection 
Patients were enrolled in southern Benin from May to 
August 2011. Pregnant women presenting with PAM 
were included in the Mother and Child hospital 
"Lagune", Cotonou. Uncomplicated malaria (UM) 
patients were enrolled in the health centre of Come, 70 
km from Cotonou.  
Uncomplicated malaria (UM) was defined as the 
combination of fever (tympanic temperature ≥37.8°C), 
confirmed blood presence of P. falciparum, and absence 
of any severity sign, as defined by the World Health 
Organization [16]. Patients and pregnant women at 
delivery were screened by rapid diagnostic test for P. 
falciparum (Malaria Quick test, Cypress Diagnostics, 
Langdorp, Belgium). Blood sample (5 ml) was collected 
in a vacutainer tube containing EDTA, and a placental 
blood sample was obtained after delivery. Giemsa-
stained thick blood film confirmed P. falciparum 
infection. Thirty-two isolates from UM gave mature 
parasites after less than 18h of in vitro culture.  Fifteen 
infected placentas were collected and flushed from 
fresh.  The 47 samples (UM and PAM) containing 
mature parasite forms were depleted from uninfected 
erythrocytes over a Macs column [17].  Then, samples 
were lysed [15] and stored at -80°C.  
To prepare trypsin digested peptides, 100 µg of proteins 
were reduced with 20 mM DTT during 30 min at 56°C, 
alkylated with 55 mM of chloroacetamide for 30 min at 
room temperature. The precipitate was resuspended in 
digestion buffer (50 mM ammonium bicarbonate, 2% 
rapigest, 20 mM DTT and 1 µg/µl of trypsin) and 
digested overnight at 37°C.  
 
LC –MS/MS analysis 
Analyses were performed using an Ultimate 3000 Rapid 
Separation liquid chromatographic system (Dionex, The 
Netherlands) coupled to a hybrid Linear Trap 
Quadrupole-ORBITRAP Velos mass spectrometer 
(Thermo Fisher Scientific, San José CA). Peptides were 
separated on a C18 RP analytical column (3 µm particle 
size, 100 Å pore size, 75 µm i.d., 50 cm length) with a 
240-minute gradient from 99% A (ACN 5%, formic 
acid 0.1% and H2O 95%) to 40% B (ACN 80%, formic 
acid 0.085% and H2O 20%). 
Protein identification and compilation of search 
results 
All LC-MS/MS results were analyzed using Proteome 
Discoverer 1.3.0 software (ThermoFisher Scientific, 
CA, USA) in combination with Mascot [18] and 
Sequest [19] search algorithms. MS/MS data were 
searched against a database representing the 
concatenation of – NCBI human - NCBI Plasmodium 
falciparum - Vardom var genes sequences and their 
respective reverse sequences. Precursor mass tolerance 
was set to 2 ppm and fragment mass tolerance to 0.45 
Da. False positive probability was <5%. All proteins 
identified with both database search algorithms (Mascot 
and Sequest), presenting at least two peptides with a 
score of identification of proteins ≥20 for Mascot, and 
an Xcorr ≥1.5 for Sequest were considered as positive 
hits.  
 Estimating absolute protein abundance values 
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Protein abundance values were determined using the 
exponentially modified Protein Abundance Index 
(emPAI) [20, 21], calculated according to the following 
formula. 
 emPAI= 10PAI – 1 with PAI = N observed 
peptides/N observable peptides 
The number of “observable” peptides was calculated 
from the output of the Protein Digestion Stimulator 
program 
(http://omics.pnl.gov/software/ProteinDigestionSimulat
or.php). Samples with missing emPAI value for a 
particular protein were assigned half the minimum 
emPAI value for that protein [22, 23]. Normalization 
between samples was performed according to the 
median of each sample. EmPAI values were then log2 
transformed.  
 
Unsupervised clustering analysis 
Clustering, or unsupervised learning, aims to group 
samples on the basis of similarity between the protein 
expression profiles. Agglomerative hierarchical 
clustering [24] organizes all data elements into a single 
tree (or dendrogram) with the highest levels of the tree 
representing the discovered classes. Samples were 
clustered using average linkage clustering and with 
Spearman correlation as similarity metric. We used k-
means [25, 26] and self-organizing map [27], two non-
hierarchical clustering techniques, which partition 
samples into different clusters without trying to specify 
the relationship between individual elements. We ran 
MacQueen algorithm with 50 trials and used Euclidean 
distance as the similarity metric.  
Finally, unsupervised principal component analysis 
(PCA) [28] was applied to the protein data, and the top 
components were used to illustrate the similarity in 
protein expression profiles among PAM and UM 
samples. 
 
Supervised classification analysis 
Supervised class prediction analysis was performed 
using five machine-learning algorithms to identify the 
best set of predictors (proteins) yielding the most 
accurate class assignments (PAM vs. UM): 
classification tree (CART) [29], k-nearest neighbors 
[30], multilayer perceptron neural network [31], radial 
basis function neural network [32], and support vector 
machine [33] methods. The simplest tree was selected 
on the basis of the 1‐ SE rule i.e. the simplest tree for 
which the pruning error rate was not significantly higher 
than the one of optimal tree. We used the GINI index as 
an indicator of goodness of split in the growing phase, 
and 35% of the samples were used as a separate pruning 
set in the post‐ pruning process. We chose the 
heterogeneous Euclidean overlap metric distance in our 
k-nearest neighbors classifier with k = 3, and predicted 
the class by majority vote. The neural architecture 
parameters of the multilayer perceptron were one 
hidden layer with 20 neurons, and the learning rate was 
fixed to 0.15. For the support vector regression model 
with a radial basis function, we used the off-line 
learning of kernels implemented in Tanagra [34] with 
default parameters. Finally, we used a linear support 
vector machine which implements Platt’s sequential 
minimal optimization algorithm [35], and trained the 
vector support classifier using a polynomial kernel of 
degree 2. 
Classification accuracy was evaluated by leave-one-out 
cross-validation (LOOCV). In LOOCV, one sample is 
excluded from the data set, and the remaining samples 
are used to build the classifier. Then the classifier is 
used to predict the class of the left out one, and this is 
repeated for each sample in the data set.  
 
Filter-based methods for feature selection 
Three filter techniques were applied to select the most 
relevant features (proteins) that discriminate between 
PAM and UM samples: Fisher discriminant criterion, 
Runs test and ReliefF. Fisher filtering is one of the most 
widely used criteria for supervised feature selection due 
to its general good performance. It follows univariate 
Fisher’s ANOVA ranking which ranks the input 
features according to their relevance [36]. Fisher’s 
criterion takes the mean and the within-class scatter of 
the groups into account to compare the correlation 
between features and class label. Runs filtering is a non-
parametric test for predictive feature evaluation [37], 
performing univariate attribute ranking from the runs 
test, also known as Wald-Wolfowitz test, that checks a 
randomness hypothesis for a two-valued data sequence 
[38]. In both Fisher and Runs filtering, the significance 
cut-off P-value was 0.05. ReliefF is an extension of the 
Relief algorithm [39]. We selected as relevant features 
proteins whose weights were higher than the mean of 
positive weights. The subsets of features selected by 
each filter-based method, or by a combination of these, 
were presented as input to the supervised classification 
algorithms to evaluate their performance, and the 
feature subset with the highest classification accuracy 
was kept as final set. 
All statistical analyses were performed using 
GenePattern v3.5 
(http://www.broadinstitute.org/cancer/software/genepatt
ern/) [40] and Tanagra v1.4 (http://eric.univ-
lyon2.fr/~ricco/tanagra/fr/tanagra.html) [34] softwares. 
 
Transmembrane domain prediction 
All sequences of proteins identified by LC-MS/MS 
were submitted to transmembrane domains prediction 
algorithms through 
http://www.bioinformatics.utep.edu/BIMER/tools/trans
membrane.html using five algorithms: DAS, 
HMMTOP, TMpred, TMHMM server2.0, and TopPred 
0.01. We considered as “correct” the prediction of a 
transmembrane domain by at least two algorithms.   
 
Protein-protein interaction network. 
The protein-protein interaction network was built using 
the Search Tool for the Retrieval of INteracting 
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Genes/proteins (STRING 9.0) database [41] at 
http://string.embl.de/. Proteins overexpressed in PAM 
were given as input to the STRING database, as well as 
four proteins which the encoding genes were identified 
as associated to PAM [14]. A search for known and 
predicted protein-protein interactions was performed 
using a confidence score of 0.15 and 0.40 (low and 
medium confidence, respectively).  
  
Results 
 
Clinical groups 
Ten patients with uncomplicated malaria (UM group) 
and ten delivering women (PAM group) were included. 
Among UM, 2/10 were female, mean age was 12.5 
years, and mean parasitemia was 125,068 parasites/µl. 
Among pregnant women, 2 were primigravidae, mean 
age was 25.1 years, and mean parasitemia was 69,750 
parasites/µl.  
 
Descriptive data 
Ten parasite samples from each clinical group were 
analyzed by LC-MS/MS, and proteins were identified 
using two database search algorithms (Mascot and 
Sequest). Ninety-four percent of the proteins were 
identified by both algorithms (2768 proteins were 
identified by both Mascot and Sequest, and 180 proteins 
were unique to Sequest), ensuring the reliability of 
protein identification. Proteins identified in PAM 
samples were twice as numerous as in UM (1876 vs. 
965), due to the higher number of human proteins in 
PAM samples, and likely to arise from differences in 
sample origin (peripheral blood for UM vs. placental 
blood for PAM). The number of Plasmodium proteins 
(762 vs. 672) and their cellular localization were similar 
in PAM and UM samples (Figure 1). Membrane 
proteins represented ~15% of all proteins in both 
groups; 18% to 28% of proteins were not annotated.  
Human membrane proteins were identified in all 
samples from both groups, demonstrating the ability to 
identify membrane proteins (Table 1). Table 1 shows 
parasite proteins expressed at the membrane of 
erythrocytes infected by mature parasites that were 
identified in all samples, demonstrating a similar 
maturation stage.  
 
 
 
 
Figure 1: Proportion of proteins identified according to 
their cellular localization, by clinical group 
Each pattern corresponds to one category of proteins: 
cytoplasmic, membrane, nuclear, cytosolic, others, and not 
annotated. A/ proteins identified in uncomplicated malaria 
(UM) samples and B/ proteins identified from placental blood 
in pregnancy-associated malaria (PAM) samples. 
 
Identification of proteins differentially expressed in 
the two parasite populations  
Differences in protein expression profiles between PAM 
and UM samples were evaluated using a semi-
quantitative approach by computing emPAI values for 
all proteins [20].  
The twenty samples yielded 1139 Plasmodium proteins 
identified in at least one sample. We focused on 454 of 
these (40%), identified as either membrane-associated 
(N = 154) or hypothetical (N = 300) proteins.  
We first conducted an exploratory analysis by 
unsupervised clustering methods. None of the methods 
(hierarchical clustering, k-means, SOM and PCA) 
allowed to partition data into clusters corresponding to 
the PAM and UM groups (Figure 3a and Supplemental 
Figure 1). This was expected given the overwhelming 
number of features (proteins) relative to the number of 
samples, leading to the so-called “curse of 
dimensionality”. We combined three filter-based 
methods to select the subset of proteins best 
discriminating PAM from UM samples. From the 454-
protein set, Fisher filtering, Runs filtering and ReliefF 
selected subsets of 61, 24, and 72 proteins, respectively 
(Table 2a). Protein lists produced by the different 
methods largely agreed: 72-85% of proteins were 
common to two or three lists. We compiled these results 
to generate a new list of proteins selected by at least two 
filter techniques. This led to a fourth list of 53 proteins. 
To select proteins more likely of biological significance, 
we evaluated the performance of the different feature 
subsets with supervised classification methods. Since 
different types of classifiers can respond differently to 
the same input data, five different classification tools 
were used, including the classification tree (CART), k-
nearest neighbors (kNN), multilayer perceptron neural 
network (MPNN), radial basis function neural network 
(RBFNN), and support vector machine (SVM) methods. 
We estimated the prediction accuracy of the list of 53 
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proteins together with the three protein lists produced 
by the individual filters; and compared the results with 
those obtained with the initial set of 454 proteins (i.e. 
before filtering) (Table 2b). Among the different feature 
subsets, the best classification results were always 
obtained with the 53-protein consensus list, with a 
correct classification rate ranging from 85% (3/20 
samples misclassified) to 95% (a single sample 
misclassified). The best classification accuracy was 
achieved by kNN, MPNN, and SVM methods, which 
only misclassified PAM4 sample as UM. In addition to 
this error, the CART method misclassified the UM AS3 
sample as PAM, and the RBFNN method made a third 
error by assigning UM status to the PAM HM037 
sample. 
Unsupervised hierarchical clustering of the 20 samples 
based on their expression profiles for the 53 
discriminatory proteins confirmed these results by 
partitioning the samples into two main clusters 
corresponding to PAM and UM groups, except for 
PAM4 which clustered with the UM samples, and 
HM037 which branched outside the two main clusters. 
Two main clusters of proteins emerged: the first 
includes 40 proteins under-expressed in PAM samples, 
and the second includes 13 proteins over-expressed in 
PAM (Figure 2, Table 3). Similar results were obtained 
with the two other clustering methods (Figure S2). 
Similarity in protein expression profiles among the 20 
samples was graphically summarized in a 2-dimensional 
scatterplot of the two first principal components of the 
PCA (Figure 3b). The first principal component (PC1), 
accounting for 41% of total variation, showed a clear-
cut separation between PAM and UM samples. Again, 
PAM4 was closer to UM than to PAM samples.  
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Figure 2: Hierarchical clustering analysis of the 20 samples based on the expression profile of the 53 discriminatory 
proteins. Both samples and proteins were clustered using average linkage clustering and with Spearman correlation as similarity 
metric. The samples are shown horizontally (columns), the proteins vertically (rows). The dendrograms represent the distances 
between the clusters. In the heat map of protein expression patterns, the color code represents the log2 emPAI relative abundance 
of proteins, varying from blue (no or low expression) to red (high expression). 
 
 
 
Figure 3: Principal component analysis based on the expression profiles of (a) the full set of 454 membrane proteins and 
(b) the 53 discriminatory proteins. Uncomplicated malaria (UM) samples are shown as (), and pregnancy-associated malaria 
(PAM) samples as (). Each axis represents a principal component (PC1 and PC2) with the percentage of the total variance. In 
(a), the next two components (PC3 and PC4) explain only 9.6% and 8.4% of total variance, respectively, and in (b) only 9.3% 
and 6.2%, respectively.  
 
Discussion  
We used a mass-spectrometry-based proteomic 
approach to compare membrane and hypothetical 
proteins of P. falciparum parasites from two clinical 
forms of malaria (PAM vs. UM). We aimed to identify 
membrane-associated proteins specifically associated or 
over-expressed in PAM. Analysis by LC-MS/MS of ten 
blood samples from each population, may be considered 
as repeats and controls, providing greater confidence in 
the data.  Their comparison identified a total of 1139 
Plasmodium proteins, of which 454 were membrane or 
hypothetical proteins.  
The high dimensionality of data, arising from the high 
number of features (proteins) compared to the relatively 
low number of samples, poses a great challenge to 
identify the proteins that best discriminate the two 
classes of parasites. The use of an efficient feature 
selection technique seems to be an appropriate approach 
to reduce dimensionality, and to improve results 
interpretability. Such methods are increasingly used in 
microarray and mass spectrometry domains [42, 43]. 
Instead of choosing one feature selection method, we 
used three different methods based on univariate 
(Fisher’s ANOVA and runs test) or multivariate 
(ReliefF) filtering. The success of each subset of 
features as a classifier was evaluated through supervised 
classification analysis using five different tools, after 
which the best set was kept. This set included 53 
differentially expressed proteins, which discriminated 
PAM and UM samples with high classification 
accuracy. Unsupervised analysis, including clustering 
and PCA, was then performed to further evaluate the 
discriminatory power of the selected subset. The 
expression profiles of the 53 proteins allowed to 
partition samples according to their clinical status, 
except for PAM4 and HM037. This high discriminatory 
power strengthens the relevance and validity of the 
selected subset. Interestingly, the donors of both 
samples presented lower parasite density (8000 
parasites/µl) than the others (69,750 parasites/µl). 
HM037 comes from a multiparous woman who 
delivered a normal weight baby, and an overall low 
number of membrane proteins were identified (4.4% of 
membrane proteins against 15% in the other samples). 
This may explain why PAM-specific proteins, such as 
VAR2CSA and PFI1785w (see below), were not 
identified in PAM4, and why HM037 did not cluster 
with any of the other samples in the hierarchical 
clustering analysis (Figure 2).  
Interestingly, among the proteins showing the most 
contrasting expression pattern between PAM and UM 
samples, five proteins overexpressed in UM belong to 
the RIFIN family (Table 3). Their alignment revealed a 
conserved motif typical of the RIFIN A group [44], and 
the presence of three transmembrane domains. RIFIN 
proteins were identified in PAM samples, but only with 
one or two peptides and not in all samples, conversely 
RIFIN were identified in all UM samples with several 
peptides. It is also possible that RIFIN from 3D7 
genotype do not match the field isolates.   
Among the proteins identified as predictive of PAM, the 
VAR2CSA protein appears through four independent 
identifications (Figure 2, Table 3). VAR2CSA is 
specifically expressed by PAM parasites [11] [45], and 
is currently the leading candidate for an anti-PAM 
vaccine. It can therefore be considered as a positive 
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control. Besides PfEMP1, six other proteins were 
identified as predictive of PAM (Table 3). Merozoite 
Surface Protein-1 (MSP1) is also a target for malaria 
vaccine because of its involvement in invasion [46]. 
PFI1785w and PF14_0018 belong to the Plasmodium 
helical interspersed sub-telomeric protein family 
(PHIST), a family of proteins proposed to serve as 
interaction modules linking parts of the parasite intra-
erythrocyte protein network and trafficking to the 
erythrocyte membrane [15, 47]. The gene encoding 
PFI1785w is overexpressed in PAM isolates, as shown 
in transcriptome studies [12, 13, 15]. A proteomic study 
also pointed out the higher abundance of PFI1785w 
protein in PAM isolates from Tanzania, and confirmed 
its presence by Western-blot [15]. It is noteworthy that 
the PFI1785w protein is the most correlated with the 
first axis of the PCA (correlation coefficient r2 = 0.73) 
that clearly distinguished PAM from UM samples 
(Supplemental Figure S3). The VAR2CSA protein 
follows right behind. Although localization and function 
of PFB0115w are unknown, this protein was suggested 
to be involved in proteins trafficking within the 
erythrocyte by alternate export pathways [12]. 
PFB0115w has been described as overexpressed in 
PAM parasites in Tanzania, at both the gene and protein 
levels [14, 15].  Our findings on parasites isolated from 
pregnant women from West Africa corroborate previous 
observations made with a similar technology on 
parasites from East Africa. PFA_0410w and PFF0325c 
are conserved Plasmodium proteins with unknown 
function. 
Figure 4 shows the network of protein-protein 
interactions built using the STRING database [41] with 
the seven proteins identified as predictive of PAM in 
this study, as well as PFD1140w, PFL0050c, 
PFE1640w (var1csa) and MAL13P1.470, which the 
corresponding genes where found overexpressed in 
PAM in [14]. Interestingly, all proteins were connected 
in the same network with a score of 0.40. The 
PF14_0018 appears to be closely associated with 
AMA1 and PFA_0440w, and PFA_0440w is directly 
linked to PFF0325c protein. ETRAMP5 protein seems 
to be essential to link PFA_0410w with the remaining 
proteins, suggesting its sub-membrane localization. In 
this network, PFI1785w is a direct partner of 
VAR2CSA, and is probably extracellular with one 
transmembrane domain and one PEXEL motif. 
Conversely, PFB0115w which is associated with 
PFI1785w is probably a submembrane protein and 
indirectly linked to VAR2CSA.  
These proteomics data demonstrate the involvement of 
selected proteins in the pathophysiology of PAM, 
providing new insights for the definition of potential 
new targets for a vaccine against PAM.  
  
 
Figure 4: STRING 9.0 generated network of PAM-associated proteins. The map shows the confidence view of the network 
with stronger associations being represented by thicker (blue) lines. The proteins are identified by their gene names located near 
each sphere. (1) shows the proteins identified by LC-MS/MS analysis. (2) indicates the  proteins, which the encoding genes were 
identified as associated to PAM by Vignali [14]. (3) indicates the PAM-associated proteins identified by Fried [15]. 
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Table 1: List of Plasmodium falciparum proteins expressed and localized at the membrane of erythrocyte infected by mature stages that have been identified by LC-
MS/MS.  The expression of selected erythrocyte membrane skeleton proteins is shown as control. 
Description CLAG 3.1 CLAG 3.2 CLAG 9  PfEMP3  KAHRP MAHRP2 RhopH2 RhopH3
skeleton 
binding 
protein 1 
α spectrin, 
alpha [Homo 
sapiens]
spectrin, beta 
[Homo 
sapiens]
Score 82 82 239 1189 157 34 64 7385 4140 
 Peptides 4 4 18 88 9 3 5 414 285
Score 58 100 2056 58 46 41 3991 3022 
 Peptides 2 6 94 9 2 2 226 193
Score 119 264 96 119 564 38 1091 336 106 6306 4331 
 Peptides 10 19 9 7 25 3 71 29 5 337 216
Score 125 228 139 493 1318 97 943 924 177 7945 7049 
 Peptides 9 13 12 38 65 5 52 40 19 376 276
Score 138 575 114 99 9612 7549 
 Peptides 7 27 5 9 454 310
Score 50 50 763 2449 59 386 82 90 8619 3956 
 Peptides 8 8 56 144 3 30 10 3 452 205
Score 71 71 154 488 300 371 44 10717 8235 
 Peptides 5 5 10 28 20 18 5 478 324
Score 76 188 74 800 617 52 1424 1351 115 22976 15762 
 Peptides 4 8 5 62 52 3 75 69 10 1023 703
Score 92 274 123 671 1225 86 1225 566 77 9016 6993 
 Peptides 6 11 8 46 59 5 73 33 5 449 284
Score 47 89 25 655 1470 76 941 640 184 9260 6931 
 Peptides 5 7 4 40 75 4 59 37 16 436 317
Score 43 43 40 42 1251 53 1546 2574 
 Peptides 3 3 2 2 56 2 149 109
Score 38 113 108 63 70 443 572 
 Peptides 4 10 3 5 8 41 29
Score 378 536 228 334 453 147 1785 714 279 11372 8789 
 Peptides 18 23 13 15 11 4 76 31 5 380 304
Score 63 151 1505 859 
 Peptides 4 3 68 36
Score 242 209 138 300 379 244 752 709 199 7249 6127 
 Peptides 12 14 16 20 22 10 57 32 16 264 253
Score 760 1010 38 566 2246 151 1587 1086 54 26699 27857 
 Peptides 44 54 4 37 86 7 83 54 6 1220 1138
Score 963 1259 54 993 3135 262 1913 1166 84 26785 28275 
 Peptides 55 72 9 48 123 11 101 63 12 1162 1108
Score 179 224 168 90 1785 491 211 55 3455 2911 
 Peptides 12 13 11 7 85 40 9 4 195 171
Score 349 421 167 291 73 940 487 74 5135 3762 
 Peptides 22 29 15 15 4 62 32 8 233 171
Score 65 67 374 216 30 8738 6685 
 Peptides 3 4 16 15 2 497 401
PAM5
PAM6
AS8
P
la
ce
n
ta
l 
b
lo
o
d
 (
P
A
M
)
3P12
3P28
HM019
HM037
HM007
HM020 
HM023 
PAM4
U
n
co
m
p
li
ca
te
d
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al
ar
ia
 (
U
M
)
AS1
AS2
AS3
AS7
AS11
AS12
AS13
AS4
AS6
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Table 2: Results of filter-based feature selection methods (a) and supervised classification analysis on the different sets of proteins before and after filtering (b). 
a) 
 
Filter method 
No. of features 
selected 
Unique to one 
filter 
Common to 
two filters 
Common to 
three filters 
Fisher's ANOVA 61 9 (15%) 36 (59%) 16 (26%) 
Runs test 24 6 (25%) 2 (8%) 16 (67%) 
ReliefF 72 20 (28%) 36 (50%) 16 (22%) 
 
b) 
  
Classification 
accuracy (%) 
before filtering 
Classification accuracy (%) after filtering 
Fisher's 
ANOVA 
Runs ReliefF 53-protein 
set 
No. of features 454 61 24 72 53 
Classification algorithm 
     
     Classification tree algorithm (CART) 75% 90% 85% 90% 90% 
     k-nearest neighbors 75% 85% 80% 85% 95% 
     Multilayer perceptron neural network 70% 75% 80% 65% 95% 
     Radial basis function neural network 75% 75% 80% 80% 85% 
     Support vector machine 80% 85% 85% 85% 95% 
Classification accuracy was estimated as the overall number of correctly classified samples divided by the total number of samples through a leave-one-out cross-validation procedure. The highest 
classification accuracy achieved by each of the five classification algorithms is shown in bold.  
Table 3: Description of selected proteins discriminating uncomplicated malaria (UM) and pregnancy-associated malaria (PAM) samples. 
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Accession Description 
MW 
kDa 
Σ Coverage Σ# Peptides Molecular function 
Cellular 
component 
Clinical 
group 
Group 
PEXEL 
motif 
No.TM 
domains 
 
P values 
23496536 
RIFIN 
40.5 13.82 5 
catalytic activity; metal 
ion binding; transporter 
activity 
 
UM A Yes 3 
0.0081 
86170346 41.3 7.28 4 
0.0017 
124505671 41.4 12.47 8 
extracellular; 
membrane 
0.0019 
23497064 39.7 12.86 5 
 
< 10
-4
 
124803060 41.7 6.18 3 
< 10
-4
 
59803938 MSP1 19.9 58.19 11 - membrane PAM - No 0 0.0251 
23496537 PFL0030c  355.0 7.82 22 
protein binding; 
receptor activity; signal 
transducer activity 
extracellular; 
membrane 
PAM UPS E Yes 1 
0.0178 
154359876 VAR2CSA 313.3 8.53 23 
0.0319 
VARDOM RAJ116var25 406.5 5.11 17 
0.0203 
VARDOM HB3var2csaA 336.3 6.54 17 
0.0152 
154359874 VAR2CSA  284.1 8.55 20 
0.0179 
154359884 VAR2CSA  314.4 6.82 17 
0.0106 
164419782 
PFI1785w  43.2 34.99 9 
unknown  membrane PAM PHISTb 
 
Yes 1 
 
164419780 0.0022 
258597612 PF14-0018 55.8 30.54 13 -  0.0086 
124505801 PFA-0410w 254.9 26.88 42 
unknown  - 
PAM -  No  
0 0.0206 
296004626 PFF0325c 280.2 4.64 11 2 0.0407 
124800702 PFB0115w 141.8 22.90 27 
catalytic activity; 
transporter activity 
membrane 1 
0.0060 
	
MW: Molecular Weight; Σ Coverage: percentage of the protein sequence covered by all identified peptides from all samples; Σ# Peptides: Number of different detected 
peptides in all samples and matching with the protein sequence; No. TM domains: number of transmembrane domains; P values: comparison of abundance of each protein 
between two groups by Fisher’s ANOVA. Are presented those proteins over-expressed in PAM and proteins belonging to the rifin family that are over-expressed in UM. 
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Supplementary data 
Figure S1: Clustering analyses on the full set of 454 membrane or hypothetical proteins 
Results of the three unsupervised clustering techniques (hierarchical agglomerative clustering, k-means and self-organizing map (SOM)) when 
applied to the full set of 454 proteins (i.e., before filtering). Analyses were performed using a number of clusters k ranging from 2 to 6. For SOM, 
we changed the size of the grid up to 2 rows and 3 columns (i.e., 6 clusters) but the samples were at most partitioned into four groups. 
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Figure S2: Clustering analysis on the selected subset of 53 discriminatory proteins 
Results of k-means and self-organizing map clustering of samples based on the expression profiles of the 53 selected proteins, with a number of 
clusters fixed to 2. The misclassified PAM4 sample is shown in red.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
k -Means Self-Organizing Map
Type Sample k = 2 Type Sample k = 2
UM AS1 Cluster 1 UM AS1 Cluster 1_1
UM AS2 Cluster 1 UM AS2 Cluster 1_1
UM AS3 Cluster 1 UM AS3 Cluster 1_1
UM AS11 Cluster 1 UM AS11 Cluster 1_1
UM AS12 Cluster 1 UM AS12 Cluster 1_1
UM AS13 Cluster 1 UM AS13 Cluster 1_1
UM AS4 Cluster 1 UM AS4 Cluster 1_1
UM AS6 Cluster 1 UM AS6 Cluster 1_1
UM AS7 Cluster 1 UM AS7 Cluster 1_1
UM AS8 Cluster 1 UM AS8 Cluster 1_1
PAM PAM4 Cluster 1 PAM PAM4 Cluster 1_1
PAM 3P12 Cluster 2 PAM 3P12 Cluster 1_2
PAM 3P28 Cluster 2 PAM 3P28 Cluster 1_2
PAM HM019 Cluster 2 PAM HM019 Cluster 1_2
PAM HM037 Cluster 2 PAM HM037 Cluster 1_2
PAM HM007 Cluster 2 PAM HM007 Cluster 1_2
PAM HM020 Cluster 2 PAM HM020 Cluster 1_2
PAM HM023 Cluster 2 PAM HM023 Cluster 1_2
PAM PAM5 Cluster 2 PAM PAM5 Cluster 1_2
PAM PAM6 Cluster 2 PAM PAM6 Cluster 1_2
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Figure S3: Correlation coefficient of each of the 53 discriminatory proteins with the first axis (PC1) of the 
principal component analysis 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Protein
Correlation coefficient 
with Axis 1 (PC1)
164419780 PFI1785w 0.73364
164419782 PFI1785w 0.73293
154359884 VAR2CSA 0.6495
HB3var2csaA 2904 bp 0.63907
154359874 VAR2CSA 0.62689
124800702 conserved Plasmodium protein 0.62519
RAJ116var25 3503 bp 0.61075
23496537 erythrocyte membrane protein 1, PfEMP1 0.6069
154359876 VAR2CSA 0.58263
296004626 conserved Plasmodium protein, unknown function 0.55743
124505801 conserved Plasmodium protein, unknown function 0.55478
59803938 merozoite surface protein 1 0.49966
258597612 Plasmodium exported protein (PHISTb), unknown 0.48066
296005005 conserved Plasmodium protein, unknown function -0.30219
258596856 RESA-like protein with PHIST and DnaJ domains -0.3911
289466144 merozoite surface protein 2 -0.46881
124506547 Plasmodium exported protein (PHISTb), unknown -0.47147
124505181 Plasmodium exported protein (PHISTb), unknown -0.47755
300650728 unnamed protein product -0.49688
124505151 rifin (3D7-rifT3-7) -0.5283
311819732 unnamed protein product -0.53305
300642077 unnamed protein product -0.55996
124504969 conserved Plasmodium protein, unknown function -0.56047
296005118 Plasmodium exported protein, unknown function -0.56561
124511670 erythrocyte membrane-associated antigen -0.57752
74815591  Uncharacterized protein PFD1115c -0.5909
124511652 conserved Plasmodium protein, unknown function -0.59414
300633877 unnamed protein product -0.60052
254945352 conserved Plasmodium protein -0.61302
109692347 SNARE protein -0.61919
258596969 conserved Plasmodium protein -0.62094
23496536 rifin -0.62952
124802525 10b antigen, putative -0.63333
124512998 conserved Plasmodium protein, unknown function -0.64489
124810488 conserved Plasmodium protein, unknown function -0.64837
86170874 conserved Plasmodium protein, unknown function -0.65374
124505565 conserved Plasmodium protein, unknown function -0.65652
124505671 rifin -0.66712
124800697 Plasmodium exported protein -0.67252
23496881 conserved Plasmodium protein -0.67866
124802160 conserved Plasmodium protein -0.68006
124803060 rifin -0.69194
86170346 rifin -0.69292
124513148 conserved Plasmodium protein, unknown function -0.72372
23497064 rifin -0.74738
4567058 knob-associated histidine-rich protein -0.75267
124809357 conserved Plasmodium protein, unknown function -0.76989
124504879 conserved Plasmodium protein, unknown function -0.77028
124505785 conserved Plasmodium protein, unknown function -0.77424
296005544 conserved Plasmodium protein, unknown function -0.78762
86170403 conserved Plasmodium protein, unknown function -0.79664
23496365 conserved Plasmodium protein -0.83633
296004494 Plasmodium exported protein, unknown function -0.87885
Overexpressed in 
PAM 
Underexpressed in 
PAM 
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Summary  
Plasmodium falciparum is responsible of severe malaria, including cerebral malaria (CM). During the intra-
erythrocytic maturation of P. falciparum, parasite-derived proteins are expressed, exported and presented at the 
surface of the infected erythrocyte (iE) membrane. The shape and deformability of the iE is modified, involving 
complex interactions between parasite proteins and the iE membrane cytoskeleton, allowing the export of variant 
surface antigens, such as PfEMP1.  
To identify new CM-specific parasite membrane proteins, we conducted a mass spectrometry-based proteomic study 
and compared the protein expression profiles between 10 CM and 10 uncomplicated malaria (UM) samples. Among 
1098 plasmodial proteins identified by LC-MS/MS, we focused on the 498 membrane-associated and hypothetical 
proteins for comparative analysis. Filter-based feature selection methods combined with supervised data analysis 
identified a subset of 29 proteins that distinguished CM and UM samples with high classification accuracy. A 
hierarchical clustering analysis of these 29 proteins based on the similarity of their expression profiles revealed two 
main clusters of 15 and 14 proteins, respectively under-expressed and overexpressed in CM. 
Among the identified proteins, PfEMP-2 and antigen 332 are associated as predictive of CM. Other proteins 
predictive of CM are identified, including 124505185 - PFD0090c and 124800673 – PFB0080c that belong to 
PHIST family, and 12 proteins of unknown function. These proteomics data demonstrate the involvement of 
selected proteins in the pathophysiology of CM, providing new insights for the definition of potential new targets 
for a vaccine against CM.  
  
Introduction 
In 2010, the World Health Organization reported an estimated 216 million cases of malaria worldwide, and 655,000 
subsequent deaths from the disease, mostly among children below five years of age. Plasmodium falciparum is 
responsible of most of the severe forms of the disease, such as cerebral malaria or pregnancy-associated malaria 
(CM or PAM). During the intra-erythrocytic proliferation of P. falciparum, parasite-derived proteins are 
successively expressed, exported, and presented at the surface of the human red blood cell membrane, leading to 
physical and morphological alterations of the infected cell (Cooke, Mohandas et al. 2001). These proteins must 
follow a complex exportation route. After crossing the parasite’s own plasmatic membrane, proteins pass through 
the parasitophorous vacuole membrane and are trafficked to the erythrocyte surface via a vesicular network of 
secretory organelles. The shape and deformability of the infected erythrocyte (iE) is modified, and electron dense 
protrusions known as knobs appear at the iE surface (Trager, Rudzinska et al. 1966). The structure of the knobs 
involves complex interactions between parasite proteins and the iE membrane cytoskeleton (Cooke, Glenister et al. 
2002; Glenister, Coppel et al. 2002). The Knob-Associated Histidine Rich Protein (KAHRP) is the major plasmodial 
protein present in knobs (Kilejian 1979), and is involved in the export of variant surface antigens (VSAs), such as 
the P. falciparum Erythrocyte Membrane Protein-1 (PfEMP-1). The KAHRP protein also interacts with various 
cytoskeletal components of the erythrocyte membrane, including spectrin and actin (Kilejian, Rashid et al. 1991; 
Oh, Voigt et al. 2000; Pei, An et al. 2005). These interactions lead to alterations of the iE membrane (Oh, Voigt et 
al. 2000; Cooke, Mohandas et al. 2001). Another major knob protein is the Mature parasite-infected Erythrocyte 
Surface Antigen (MESA) or PfEMP-2, involved in destabilizing the erythrocyte membrane skeleton through direct 
binding between PfEMP-2, spectrin and actin (Pei, An et al. 2005; Waller, Stubberfield et al. 2007). These knob 
proteins are exported at iE membrane by Maurer’s clefts located in the sub-membrane region of iEs. (Waterkeyn, 
Wickham et al. 2000). This association with Maurer’s clefts is necessary for trafficking and assembly under the host 
iE membrane (Knuepfer, Rug et al. 2005). A recent study has shown that Pf332 antigen was a resident peripheral 
membrane protein of Maurer’s clefts, and suggests that this protein participates in host cytoskeleton modifications 
(Nilsson, Angeletti et al. 2012).  
Few studies have investigated the transcriptome of cerebral malaria samples, and most focused on VSAs genes 
(Siau, Toure et al. 2007; Claessens, Adams et al. 2012). A single study has compared the transcriptomic and 
proteomic data from cerebral malaria and pregnancy associated malaria (PAM), showing that four genes were 
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preferentially expressed by children’s parasites, the genes encoding for Glutamic acid-rich protein; PfEMP-2; 
glycophorin-binding protein 2, and a putative protein (Vignali, Armour et al. 2011).  However, the comparison 
between CM and PAM may not be the most appropriate, given the extent of differences as regards to parasite 
phenotype and immunologic status of infected individuals.  
Actually, all vaccine candidates proposed by the scientific community are at start based on transcriptomic study.  
However, the tropism that “one gene gives one protein” is often biased by traductionnal and post-traductionnal 
modifications. It is important to validate transcriptomic approaches by studies at the proteomic level. In the case of 
cerebral malaria, few studies have investigated the transcriptomic or proteomic pattern of field isolates, as opposed 
to pregnancy-associated malaria where the largest number of studies involved such field isolates (Fried, Wendler et 
al. 2004; Francis, Malkov et al. 2007; Fried, Hixson et al. 2007; Tuikue Ndam, Bischoff et al. 2008).   
We compared the expression profiles of membrane proteins involved in knobs structure from isolates associated 
with two distinct clinical presentations of malaria, CM and UM, using a proteomic approach.   
 
Experimental Procedures 
 
Ethic statement 
Ethical clearance was obtained from the Institutional Ethics Committee of the Faculté des Sciences de la Santé at the 
Abomey-Calavi University in Benin. Before inclusion, written informed consent was obtained from all adults and all 
children' guardians. The medical team of each health facility managed patients with adequate anti-malarial treatment 
administered according to the national malaria program policy. 
Samples collection 
Cerebral and uncomplicated malaria samples used in this study were collected at Cotonou in Benin were described 
in details previously (Bertin et al. PlosOne 2013). Briefly, cerebral malaria (CM) patients were recruited with an 
Blantyre score ≤ 2 at Centre National Hospitalier Universitaire (CNHU) and the Mother and child hospital (Hôpital 
de la Mère et de l’Enfant Lagune). Uncomplicated malaria (UM) patients were enrolled on the presence of axillary 
temperature ≥ 37.8°C without severity signs in the health center of come, 70Km of Cotonou.  
After maturation, the samples containing mature parasite forms were concentrated with a Macs column (Ribaut, 
Berry et al. 2008).  Then, samples were lysed according to the method of Fried (Fried, Hixson et al. 2007). Briefly, 
samples were incubated in 10 mM Tris-HCL pH 7.4, 5 mM EDTA, 1 % Triton X-100, 1X inhibitor protease 
(Roche) for 30 min in ice, then centrifuged for 30 min at 12,000 g. The lysate was transferred in RIPA (Radio-
Immunoprecipitation Assay) buffer with 2 % SDS and 1X inhibitor protease (Roche) and stored at -80°C. One 
hundred µg of proteins were reduced with 20 mM DTT and alkylated with 55 mM of chloroacetamide then digested 
with 1 µg/µl of trypsin overnight at 37°C according to (Bertin et al. PlosOne 2013).  
 
LC –MS/MS analysis 
Analyses were performed using an Ultimate 3000 Rapid Separation liquid chromatographic system (Dionex, The 
Netherlands) coupled to a hybrid Linear Trap Quadrupole-ORBITRAP Velos mass spectrometer (Thermo Fisher 
Scientific, San José CA). Peptides were separated on a C18 RP analytical column (3 µm particle size, 100 Å pore 
size, 75 µm i.d., 50 cm length) with a 240-minute gradient from 99 % A (ACN 5 %, formic acid 0.1 % and H2O 95 
%) to 40 % B (ACN 80 %, formic acid 0.085 % and H2O 20 %). The LTQ-ORBITRAP mass spectrometer acquired 
data throughout the elution process and operated in a data dependent scheme as follows: full MS scans were 
acquired with the ORBITRAP, followed by up to 10 LTQ MS/MS CID spectra on most abundant precursors 
detected in the MS scan, as described in details previously (Bertin et al., Plosone 2013).  
Protein identification and compilation of search results 
All LC-MS/MS results were analyzed according the method of Bertin (Bertin et al. JID 2013). Briefly, Proteome 
Discoverer 1.3.0 software (ThermoFisher Scientific, CA, USA) was used in combination with Mascot 2.2.06 
(Perkins, Pappin et al. 1999) and Sequest (Eng JK 1994) search algorithms. The precursor mass tolerance was set to 
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2 ppm and the fragment mass tolerance to 0.45 Da. The probability of false positive was lower than 5 %. The search 
parameters were set as follows: trypsin specificity with 1 missed tryptic cleavage, 2 ppm mass tolerance 
(redundant), partial oxidation of methionines, complete carbamidomethylation of cysteines. All proteins identified 
with both database search algorithms (Mascot and Sequest), presenting at least two peptides with a score of 
identification of proteins ≥ 20 for Mascot and an Xcorr ≥ 1.5 for Sequest were considered as positive hits.  
 
Estimating absolute protein abundance values 
Protein abundance values were determined using the exponentially modified Protein Abundance Index (emPAI) 
(Ishihama, Oda et al. 2005), calculated according to the following formula:  emPAI= 10 PAI – 1 with PAI= N 
observed peptides / N observable peptides 
The number of “observable” peptides per protein was calculated from the output of the Protein Digestion Stimulator 
(http://omics.pnl.gov/software/ProteinDigestionSimulator.php) program, which computes peptide masses and 
hydrophobicities of simulated digests of protein databases. Samples with missing emPAI values for a particular 
protein were assigned half the minimum emPAI value for that protein in the data set to facilitate visualization and 
comparison (Wu, Hsu et al. 2010; Makawita, Smith et al. 2011). Normalization between samples was performed 
according to the median, and emPAI values were then log2 transformed.  
 
Statistical analysis 
Three filter-based methods were applied to select the most relevant features (proteins) that best discriminate 
between CM and UM samples: Fisher discriminant criterion, Runs test and ReliefF. Fisher filtering follows 
univariate Fisher’s ANOVA ranking which ranks the input features according to their relevance (Fisher 1936). 
Fisher’s criterion takes the mean and the within-class scatter of the groups into account to compare the correlation 
between features and the class label. Runs filtering is a non-parametric test for predictive feature evaluation 
(Rakotomalala 1997). It performs an univariate attribute ranking from the runs test, also known as the Wald-
Wolfowitz test, that checks a randomness hypothesis for a two-valued data sequence (Wald 1940). In both Fisher 
and Runs filtering, a significance cut-off P-value of < 0.05 was used to select the most relevant features. ReliefF is 
an extension of the popular Relief algorithm (Robnik-Sikonja 2003). A key idea of ReliefF is to draw samples at 
random, compute their k nearest neighbors of the same class and the opposite class, and adjust a feature weighting 
vector to give more weight to features that discriminate the sample from neighbors of the opposite class. ReliefF 
estimates are better than usual statistical feature estimates, like correlation or covariance, because it takes into 
account features interrelationships. We selected as relevant features those proteins whose weights were higher than 
the mean of positive weights. The subsets of features selected by each of the three filter-based methods, or by a 
combination of these, were then presented as input to different supervised classification algorithms to evaluate their 
performance, and the feature subset yielding the most accurate class assignments (CM vs. UM) was kept as the final 
set. 
Supervised class prediction analysis was performed using four machine-learning algorithms: the k-nearest neighbors 
(Aha 1991), multilayer perceptron neural network (Mehrotra 1997), radial basis function neural network (Buhmann 
2003), and support vector machine (Cristianini 2000) methods. Our k-nearest neighbors classifier was run with k = 3 
and used a distance-weighted voting scheme with the heterogeneous euclidean overlap metric distance. The neural 
architecture parameters of the multilayer perceptron were one hidden layer with 20 neurons, and the learning rate 
was fixed to 0.15. For the support vector regression model with a radial basis function, we used the off-line learning 
of kernels implemented in Tanagra (Rakotomalala 2005) with default parameters. Finally, we used a linear support 
vector machine which implements Platt’s sequential minimal optimization algorithm (Platt 1998), and trained the 
vector support classifier using a polynomial kernel of degree 2. Classification accuracy of the different protein sets 
was evaluated by leave-one-out cross-validation (LOOCV). The LOOCV estimate of classification accuracy is the 
overall number of correctly classified samples, divided by the total number of samples. 
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Unsupervised hierarchical clustering of samples and proteins was performed using average linkage clustering and 
with Pearson correlation as similarity metric (Eisen, Spellman et al. 1998). This clustering technique organizes all of 
the data elements into a single tree (referred to as dendrogram) with the highest levels of the tree representing the 
discovered classes.  
Finally, principal component analysis (PCA) (Abdi 2010) was applied to the protein expression data and the top 
components were used to illustrate the similarity in protein expression profiles among CM and UM samples. 
All statistical analyses were performed using GenePattern v3.5 
(http://www.broadinstitute.org/cancer/software/genepattern/) (Reich, Liefeld et al. 2006) and Tanagra v1.4 
(http://eric.univ-lyon2.fr/~ricco/tanagra/fr/tanagra.html) (Rakotomalala 2005) softwares. 
  
Results 
 
Descriptive data 
Ten and nine parasite samples from uncomplicated and cerebral group respectively, were analyzed by LC-MS/MS, 
and proteins were identified using two database search algorithms (Mascot and Sequest). Only nine percent of the 
proteins were identified by one or another algorithms (3024 proteins were identified by both Mascot and Sequest, 
and 276 proteins were unique to Sequest), ensuring the reliability of protein identification. The protein of proportion 
identified in samples between two clinical groups (818 vs. 965). The number of Plasmodium proteins (612 vs. 672) 
and their cellular localization were similar in CM and UM samples (Figure 1). Membrane proteins represented 
~14% of all proteins in both groups; 30% to 28% of proteins were not annotated.  
 
Identification of proteins differentially expressed in the two parasite populations  
Differences in protein expression profiles between CM and UM samples were evaluated using a semiquantitative 
approach. Mass spectrometric data were quantified by a validated peptide count analysis that computed emPAI 
values for all proteins, thus providing an estimation of the protein abundance in each sample (Ishihama, Oda et al. 
2005). Among the 1098 Plasmodium proteins identified in at least one sample with at least two peptides, we focused 
on the 498 proteins (45 %) identified as either membrane-associated (N = 32 %) or hypothetical (N = 68%). The 
expression data were submitted to feature selection and supervised classification analysis to identify the subset of 
proteins that best discriminate between the two clinical forms of malaria. 
We used a combination of three filter-based methods to select the proteins with differential expression profiles 
between CM and UM samples. From the original set of 498 proteins, Fisher filtering, Runs filtering and ReliefF 
selected a subset of 81, 6 and 37 proteins, respectively (Figure S1). We compiled these results to generate a new list 
composed of only those proteins selected by at least two filter techniques, i.e. by removing the proteins identified by 
a single filter. This led to a fourth list of 29 proteins (see Figure S1 for a description of these proteins). The 
performance of the different feature subsets to distinguish samples according to the clinical status of the donors (CM 
or UM) was then evaluated with supervised classification methods. The expression vectors (i.e., the pattern of 
protein expression in all samples) of the discriminatory proteins were used to train a classifier, and the ability of 
each protein subset to assign the correct class label (CM or UM) to any new sample was evaluated through a 
LOOCV procedure. Since different types of classifiers can respond differently to the same input data, four different 
classification tools were used, including the k-nearest neighbors (kNN), multilayer perceptron neural network 
(MPNN), radial basis function neural network (RBFNN), and support vector machine (SVM) methods. We 
estimated the prediction accuracy of the new list of 29 proteins together with the three protein lists produced by the 
individual filters, and compared the results with those obtained with the initial set of 498 proteins (i.e. before 
filtering) (Table 1). Selecting a subset of features among all the available ones through filter-based methods 
generally improved model performance, in particular for kNN and MPNN methods, with an overall better 
classification accuracy of the four protein subsets compared to the full protein set. Machine learning algorithms are 
indeed known to suffer from important decrease of the prediction accuracy when faced with many features that are 
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not necessary. Among the different feature subsets, the best classification results were obtained with the 29-protein 
consensus list generated from the three individual ones, with a correct classification rate ranging from 84.2 % (three 
samples out of 19 incorrectly classified) with kNN and RBFNN methods to 100 % with SVM. The three 
misclassified samples included two CM (AP2 and AP3) and one UM (AS13) samples. With MPNN, only AP3 was 
incorrectly assigned to the UM group, providing a 94.7 % correct classification rate. 
Unsupervised hierarchical clustering of the 19 samples based on the expression profiles of these 29 discriminatory 
proteins essentially separated samples into two main clusters roughly corresponding to the CM and UM clinical 
status, except for AP3 and AS13 which were closer to the samples from the opposite clinical group (Figure 1). The 
clustering analysis partitioned proteins into two main groups of 14 and 15 proteins over-expressed and under-
expressed in CM samples, respectively, as compared to UM (Figure 2). Similarity in protein expression profiles 
among the 19 samples was graphically summarized in a 2-dimensional scatterplot of the two first principal 
components of the PCA (Figure 3). The first principal component (PC1), which explains the largest percentage of 
total variation (43.1 %), clearly differentiated CM and UM samples.  
 
Discussion 
In this study, we aimed to identify key membrane proteins specifically expressed or overexpressed in CM. To this 
end, we used a mass-spectrometry-based proteomic approach to compare the membrane and hypothetical proteins of 
P. falciparum parasite isolates from two clinical forms of malaria (CM vs. UM) in Cotonou, Benin.  Analysis by 
LC-MS/MS of nine CM and ten UM samples and their comparison allowed to identify a total of 1097 Plasmodium 
proteins, of which 498 were membrane or hypothetical proteins.  
The overwhelming number of features (proteins) compared to the relatively low number of samples available, 
leading to the so-called “curse of dimensionality”, hampers the ability to identify the proteins that best discriminate 
between the two classes of parasites, in particular when many features are irrelevant and of no predictive 
information for the given classification problem. Only a few of the Plasmodium proteins expressed at the iE 
membrane are indeed expected to be differentially expressed between CM and UM samples, and to be associated 
with parasite virulence and malaria severity (Maier, Rug et al. 2008). Efficient feature selection techniques have 
been developed to handle such an issue, and are now increasingly used in the microarray and mass spectrometry 
domains (Saeys, Inza et al. 2007; Datta and Pihur 2010). Instead of choosing one particular feature selection 
method, and accepting its outcome as the final subset, we used three different methods based on univariate (Fisher’s 
ANOVA and runs test) or multivariate (ReliefF) filtering. Moreover, several authors have stressed the importance of 
not simply use the pure filter approach for feature selection and to take into account the classification algorithm in 
the selection procedure (Inza, Larranaga et al. 2004; Luts, Heerschap et al. 2007; Saeys, Inza et al. 2007). The 
success of each subset of features as a classifier was then evaluated through supervised classification analysis using 
four different tools, after which the best set was kept. This set included 29 differentially expressed proteins, which 
discriminated CM and UM samples with high classification accuracy. Unsupervised clustering analysis based on the 
expression profiles of these 29 proteins clearly distinguished samples according to their clinical status, except for 
AP3 and AS13 which did not cluster with the other samples of their clinical group (CM and UM, respectively). 
Among these 29 proteins, 14 were associated to CM, mainly putative proteins including two proteins (124505185 - 
PFD0090c and 124800673 – PFB0080c) belonging to the PHIST family, and one protein described as exported to 
the membrane of the infected erythrocyte (124512140 – MAL7P1.171).  Hitherto, these three proteins have not been 
characterized nor associated to CM, but the gene encoding for PFD0090c has been shown to be associated to the 
mefloquine resistance phenotype (Jeffress and Fields 2005). Seven other proteins were annotated like conserved 
proteins and unknown function. 
The PfEMP-2 (or MESA) protein also belongs to this cluster predictive of CM. This protein has been shown, from 
transcriptomics and proteomics data, to be over expressed in CM isolates, as compared to PAM isolates (Vignali, 
Armour et al. 2011).  PfEMP-2 is associated to the knobs structure, and forms a complex with erythrocyte and 
parasite proteins from the membrane, such as spectrine or KHARP. As suggested by the presence of a PEXEL 
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motif, PfEMP-2 is expressed at the erythrocyte membrane (Chang, Falick et al. 2008), located at the lower layer of 
this membrane, and without antigenic function. PfEMP-2 is likely involved in proteins trafficking, and in the export 
to variant surface antigens (VSA) (Black, Proellocks et al. 2008). Through its involvement in the export of VSAs, 
PfEMP-2 could provide or change the adhesion phenotype to infected erythrocyte.  
We also identified 254832737 – Antigen 332, DBL-like and 13508497 – Erythrocyte membrane-associated giant 
protein antigen 332.  Their alignment shows a very high level of sequence homology, demonstrating they are two 
variants from the same protein. The work of Nilsson and al. proposes a model where antigen 332 is associated to 
Maurer’s cleft membrane, and complexes with actin. This model suggests that antigen 332 was also involved in 
protein trafficking, and in VSAs export (Nilsson, Angeletti et al. 2012). Antigen 332 presents a DBL domain (Moll, 
Chene et al. 2007; Nilsson, Moll et al. 2011), who is recognized by the sera from hyperimmune individuals living in 
high malaria transmission areas, suggesting that this domain is exported at the membrane of the infected 
erythrocyte, and exposed to the immune system (Nilsson, Moll et al. 2011). 
Our analyses were based on the frequency of identification of each protein in our samples.  The multiplicities of 
variants of PfEMP-1 were computed as different proteins, impairing their regrouping within a clinical group (Bertin 
et al., Plosone 2013).   
It would be interesting to verify these hypotheses by immunology and biochemistry experiments, to assess the 
antibody recognition of these proteins by plasma IgG from children living in malaria endemic areas. To obtain the 
expression of recombinant proteins is a true challenge, given the high molecular weight of several of those, and the 
high degree of polymorphism in P. falciparum genome. The proteomics data presented here demonstrate the 
involvement of selected proteins in the pathophysiology of CM, providing new insights for the definition of 
potential new targets for a vaccine against CM. 
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Figure and Legends 
 
Figure 1: Proportion of proteins identified according to their cellular localization, by clinical group 
Each color corresponds to one category of proteins: cytoplasmic (red), membrane (green), nuclear (violet), cytosolic 
(blue), others (orange), and not annotated (dark blue). A/ proteins identified in uncomplicated malaria (UM) samples 
and B/ proteins identified in cerebral malaria (CM) samples. 
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Figure 2: Hierarchical clustering analysis of the 19 samples based on the expression profile of the 29 discriminatory 
proteins. Both samples and proteins were clustered using average linkage clustering and with Pearson correlation as 
similarity metric. The samples are shown horizontally (columns), the proteins vertically (rows). The dendrograms 
represent the distances between the clusters. In the heat map of protein expression patterns, expression levels are 
represented in the color scale of blue (low expression) to red (high expression). 
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Figure 3: Principal component analysis based on the expression profiles of the 29 discriminatory proteins. Blue and 
red dots represent uncomplicated malaria (UM) and complicated malaria (CM) samples, respectively. Each axis 
represents a principal component (PC1 and PC2) with the percentage of the total variance it explains. The next two 
components (PC3 and PC4) explained only 9.2 % and 7.1 % of total variance, respectively.  
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Table 1: Results of supervised classification analysis on the different sets of proteins before and after filtering 
  
Classification 
accuracy (%)                   
before filtering 
Classification accuracy (%) after filtering 
Fisher's 
ANOVA 
Runs ReliefF 29-protein 
set 
No. of features 499 81 6 37 29 
Classification algorithm 
     
     k-nearest neighbors 63.2% 68.4% 73.7% 68.4% 84.2% 
     Multilayer perceptron neural network 52.6% 94.7% 68.4% 79.0% 94.7% 
     Radial basis function neural network 79.0% 68.4% 63.2% 79.0% 84.2% 
     Support vector machine 79.0% 73.7% 84.2% 100% 100% 
 
Classification accuracy was estimated as the overall number of correctly classified samples divided by the total number of samples through a leave-one-out 
cross-validation procedure. The highest classification accuracy achieved by each of the five classification algorithms is shown in bold 
 
Supplemental Data 
Figure S1: Lists of proteins selected by each of the three filter-based methods. Features were ranked according to increasing p-value (Fisher’s ANOVA 
and runs test) or decreasing weight (ReliefF). Features selected by a single filter are shown in red, while those selected by two or three of the filters are shown 
in orange and yellow, respectively. 
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IV. 1. 3 Résultats principaux 
 
Notre approche de protéomique à partir d’isolats de terrain fraîchement collectés a permis d’identifier un nombre 
important de protéines d’origine parasitaire, dont 10 à 15% étaient membranaires. Les protéines dites à localisation 
membranaire ou putatives ont été analysées par une approche de filter-based feature selection permettant d’identifier 
des sous-ensembles de protéines associées préférentiellement à l’une des deux formes graves de paludisme en 
comparaison à la forme simple de paludisme. 
 
 Comparaison entre les PAM vs. UM 
 
Ce différentiel entre la forme de paludisme associée à la grossesse et le paludisme simple a permis d’identifier 1139 
protéines parasitaires exprimées dans au moins une des deux formes de paludisme. De ces 1139, 454 protéines 
étaient prédites pour être exprimées à la membrane de l’érythrocyte parasitée ou étaient de fonction inconnue. 
L’analyse de feature selection a extrait un sous ensemble de 53 des 454 protéines membranaires ou hypothétiques 
préférentiellement associées à l’une des deux formes cliniques de paludisme, PAM ou UM. Les analyses de 
clustering (hiérarchique ou non) et de classification supervisée séparent les 53 protéines en deux groupes distincts de 
40 protéines sous-exprimées et de 13 protéines surexprimées au sein des échantillons PAM.  
Deux échantillons PAM ont été mal classifiés dont l’échantillon PAM4, qui a été associé à la forme simple de 
paludisme et l’échantillon HM037, qui a clustérisé seul. Cet échantillon HM037 présente un profil d’expression de 
protéines réduit par rapport aux autres échantillons analysés. Parmi les 13 protéines surexprimées chez les PAM, six 
protéines étaient des variants de la protéine VAR2CSA, validant ainsi l’analyse réalisée. Trois protéines appartenant 
à la famille des PHISTb font partie de ce groupe, dont deux sont des variants de la protéine PFI1785w confirmant 
des travaux antérieurs montrant un transcrit plus important chez les échantillons PAM. L’autre PHISTb identifiée est 
PF14_0018 dont les fonctions sont inconnues. Trois autres protéines apparaissent prédictives de cette forme clinique 
PFB0115w, PFF0325c, PFA_0410w. La protéine MSP-1 fait également partie de ce sous-ensemble de protéines et 
est probablement un faux positif, protéine du mérozoïte qui n’a aucune raison à priori d’être prédictif d’un 
paludisme associé à la grossesse. Les résultats de prédiction de domaines transmembranaires montrent des domaines 
pour quatre protéines (VAR2CSA, PI1785w, PFF0325c, PFB0115w) parmi les six protéines d’intérêt. De plus, la 
littérature décrit ces protéines (VAR2CSA, PI1785w, PFF0325c, PFB0115w, PFA_0410w, PF14_0018)  pouvant 
interagir entre-elles de manière directe ou indirecte.  
Par ailleurs, cinq variants appartenant à la famille des RIFINs du groupe A ont été identifiés uniquement dans le 
groupe clinique des accès simples de paludisme. 
 
 Comparaison entre les CM vs. UM 
 
La comparaison entre le paludisme cérébral et le paludisme simple montre 1097 protéines parasitaires dont 498 
étaient membranaires ou hypothétiques. L’approche de feature selection dans le différentiel CM vs. UM a 
sélectionné un sous-ensemble de 29 protéines au sein de ces 498 protéines. Les analyses de clustering et de 
classification supervisée montrent distinctement deux groupes de 15 et 14 protéines sous et surexprimés au sein des 
échantillons CM, respectivement et permet la distinction entre les deux formes clinique.  Parmi les 14 protéines sur 
exprimées par les CM, on distingue la protéine PfEMP-2 et deux variants de la protéine Pf332. Un variant de la 
famille des STEVOR est également associé à ce groupe. Les dix autres protéines qui émergent de ce groupe sont des 
protéines de fonction inconnue, dont trois sont assignées comme des protéines exportées.  Deux de ces trois 
protéines exportées appartiennent à la famille des PHIST. Enfin, on a identifié un variant des RIFIN du groupe A 
(23497064) comme associé préférentiellement aux accès simples. Ce variant avait également été identifié dans le 
groupe des UM lors de la comparaison PAM vs. UM. 
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IV. 2 Etude des transcrits des gènes var et des protéines PfEMP-1 associées 
 
Dans la continuité de notre problématique portant sur l’identification des protéines associées à la gravité de 
l’infection parasitaire, il nous est apparu important d’étudier l’expression des antigènes PfEMP-1, famille de 
protéines largement décrites pour être à l’origine du mécanisme de séquestration des érythrocytes parasités. 
Dans ce contexte, nous avons étudié les transcrits des sous-types Ups des gènes var qui étaient préférentiellement 
exprimés dans nos échantillons issus de patients présentant soit un accès cérébral (CM), soit un accès simple (UM), 
soit un accès associé à la grossesse (PAM) par une approche de quantification relative de PCR en temps réel, 
associée à l'identification des PfEMP-1 par spectrométrie de masse.  Dans le cadre du PAM, il est clairement admis 
par la communauté scientifique que le gène var2csa codant pour la PfEMP-1 de type VAR2CSA est l’adhésine 
majeure impliquée dans la séquestration des érythrocytes parasités au sein du tissu placentaire.  
Un suivi clinique, biologique et échographique de femmes au cours de leur grossesse réalisé au Bénin entre 2008 et 
2011 [212,213] nous a permis d’explorer les infections en début de grossesse en comparaison aux infections de fin 
de grossesse. En effet, toutes les études montrent la singularité du PAM avec l’expression unique d’un variant de la 
famille des gènes var nommé var2csa. Mais ces observations reposent essentiellement sur des prélèvements 
sanguins obtenus en fin de grossesse, le plus souvent à l’accouchement [124]. De tels échantillons ont été associés à 
nos échantillons fraichement collectés avec pour objectif d’évaluer le taux et la nature des transcrits des gènes var 
en fonction de la gravité de l’infection. 
Malgré des avancées significatives sur la compréhension des gènes var, il n’est pas encore envisageable d’étudier 
l’expression de chaque gène var transcrit au sein des isolats. Nous avons donc fait le choix de travailler dans un 
premier temps avec des amorces spécifiques des sous groups Ups (A, B, C et B/C) et des gènes var non classés 
var1, var2csa et var3 [214], permettant de faire une première évaluation des gènes var préférentiellement transcrits 
au sein des isolats issus d’accès cérébral.  
Des études récentes, à défaut d’identifier des variants var particuliers lors de l’accès cérébral, ont montré 
l’implication des domaines cassettes DC8 et DC13 lors de cette forme grave de paludisme [158,163,164]. Nous 
avons donc cherché à mettre en évidence ces domaines cassettes dans nos prélèvements.  Pour compléter notre 
étude, nous avons étudié les antigènes PfEMP-1 et leurs domaines DBL et CIDR sur ces mêmes échantillons par 
spectrométrie de masse.   
 
Notre démarche a été la suivante : 
  
1/ Evaluer l’expression des sous-groupes Ups au sein des trois populations CM, UM et PAM avec une 
datation au cours de la grossesse de l’apparition des premières infections favorisant le transcrit var2csa 
(Doritchamou, Bertin et al. - Journal Infectious Diseases - 2012). 
 
2/ Etudier  les transcrits des domaines cassettes DC8 et DC13 au sein des populations CM et UM, en leur 
associant les protéines identifiées par LTQ-Orbitrap (Bertin et al. – PloS One - 2013).  
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IV. 2. 1 Doritchamou, Bertin et al. – Journal of Infectious Diseases - 2012 
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IV. 2. 2 Bertin et al. – PloS One - 2013  
 
Expression of the domain cassette 8 Plasmodium falciparum erythrocyte membrane protein 1 is 
associated with cerebral malaria in Benin 
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Abstract  
Background: Plasmodium falciparum erythrocyte membrane protein-1 (PfEMP-1) is a highly polymorphic 
adherence receptor expressed on the surface of infected erythrocytes. Based on sequence homology PfEMP-1 
variants have been grouped into four groups A-E and semi-conserved types defined by tandem runs of specific 
domains (“domain cassettes” (DC)). The PfEMP-1 type expressed determines the adherence phenotype, and is 
associated with clinical outcome of infection.  
Methods: Parasite isolates from Beninese children or women presenting with, respectively, CM or PAM were 
collected along with samples from patients with uncomplicated malaria (UM). We assessed the transcript level of 
var genes by RT-qPCR and the expression of PfEMP-1 proteins by LC-MS/MS.  
Results: Var genes encoding DC8 and Group A PfEMP-1 were transcribed more often and at higher levels in 
cerebral malaria vs. uncomplicated malaria patients. LC-MS/MS identified peptides from group A, DC8 PfEMP-1 
more frequently in cerebral malaria than in uncomplicated malaria and pregnancy-associated malaria samples.  
Conclusion: This is the first study to show association between PfEMP-1 subtype and disease outcome by direct 
analysis of parasites proteome. The results corroborate that group A and specifically the PfEMP-1 types DC8 are 
universally associated with cerebral malaria. This is a crucial observation for promoting studies on malaria 
pathogenesis.
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Introduction 
Virulence of Plasmodium falciparum is linked to the 
sequestration of parasites in the host’s deep organ 
vasculature caused by cytoadherence of parasite 
infected erythrocytes (iE) to endothelial cell receptors 
[1,2]. This tissue tropism is mediated by members of the 
Plasmodium falciparum erythrocyte membrane protein 
1 (PfEMP-1) family expressed at the iE surface [3,4]. 
PfEMP-1 molecules have diverged to bind different 
endothelial receptors, including ICAM-1, VCAM, 
CD36, and the glycosaminoglycan Chondroitin-Sulfate 
A (CSA) [5,6]. Binding specificity of PfEMP-1 is 
thought to be associated with clinical syndromes. iE 
binding to CSA is specifically associated with 
pregnancy-associated malaria (PAM) [7], and adhesion 
to ICAM-1 appears to be associated with cerebral 
malaria (CM) [8,9].  
The var genes, coding for PfEMP-1 proteins, are 
divided into four main groups (Ups A, B, C, D and E) 
and the intermediate groups B/A and B/C defined by 
their conserved 5’ upstream sequences and complexity 
of the encoded domain structure [10,11]. DBL "Duffy 
Binding-Like" and CIDR “Cysteine-Rich Inter Domain 
Regions” domains are classified by sequence homology 
into DBLα-δ and CIDRα-δ domains, further subdivided 
into 147 subtypes (e.g. DBLα1.1). Domains subtypes at 
the N-terminal part of PfEMP-1 molecules (i.e. DBLα-
CIDRα-DBLβ/DBLγ domains) are associated with the 
UPS type, whereas domains in the C-terminal (i.e. 
DBLδ-CIDRβ/γ-DBLε-DBLζ) are not. The alignment of 
domain subtype architectures of 399 known PfEMP-1s 
revealed a set of 21 conserved domain compositions 
called domain cassettes (DC) [12].  
Infections causing severe malaria in children are also 
linked to the expression of a restricted subset of PfEMP-
1 [13-16]. The identification of specific PfEMP-1 types 
involved in the sequestration during CM has been 
particularly challenging due to the great diversity of the 
var gene family. Nevertheless, it is well established that 
group A and B/A var genes are over-expressed in 
parasites isolated from patients suffering from severe 
malaria [17-19], and recently transcription of var genes 
encoding DC8 and DC13 PfEMP-1 was associated with 
parasites isolated from Tanzanian children suffering 
from CM [20]. DC8 is a four domain composition 
characterized by DBLα2- CIDRα1.1- DBLβ12- and 
DBL 4/6- domains, whereas the DC13 is defined by 
the tandem domains DBLα1.7-CIDRα1.4. Two studies 
found that P. falciparum parasites expressing DC8 
PfEMP-1 had superior brain endothelial cell binding 
capabilities over parasites expressing other PfEMP-1 
[21,22]. Although these studies associate DC8 and 
DC13 PfEMP-1 with CM, it is important for future 
studies of pathogenesis and development of vaccine 
constructs in particular, to establish if these PfEMP-1 
variants precipitate severe disease in other regions.  We 
investigated the PfEMP-1 types expressed by parasites 
from subjects with CM, uncomplicated malaria (UM) or 
PAM in Benin, using both var gene transcript levels 
measurement and a proteomic approach.   
Materials and methods 
Ethic statement 
Ethical clearance was obtained from the Institutional 
Ethics Committee of the Faculté des Sciences de la 
Santé at the Abomey- Calavi, University in Benin.  All 
patients were included after written informed consent 
from themselves or their guardian. The medical team of 
each health facility managed patients where adequate 
anti-malarial treatment was administered according to 
the national malaria program policy. 
Study area and patients enrolment 
Patients were enrolled at Cotonou in southern Benin 
over the 2011 malaria transmission season (May to mid-
August). Malaria transmission in Cotonou is 
approaching 33 infecting bites per person per year [23]. 
Cerebral malaria (CM) patients and pregnant women 
presenting with pregnancy associated malaria (PAM) 
were included in the Centre national hospitalier and 
universitaire (CNHU) and the Mother and child hospital 
(Hôpital de la Mère et de l’Enfant Lagune), 
respectively. Uncomplicated malaria (UM) patients 
were enrolled in the health centre of Come, 70 km of 
Cotonou.  
Uncomplicated malaria (UM) was defined as the 
combination of fever (tympanic temperature ≥ 37.8°C), 
confirmed presence of P. falciparum infection, and 
absence of any severity sign as defined by the WHO 
[24]. Cerebral malaria (CM) was defined by a Blantyre 
score at diagnosis ≤ 2 combined with a coma duration 
of six hours at least, and confirmed presence of P. 
falciparum infection with exclusion of other cause for 
coma, particularly meningitis. Patients and pregnant 
women at delivery were all screened for malaria 
infection by rapid diagnostic test for P. falciparum 
(Malaria Quick test, Cypress Diagnostics, Langdorp, 
Belgium). A questionnaire was administered to the 
children' guardian and woman to collect social data, 
disease history, and treatment received before hospital 
admission. 
Peripheral venous blood sample (5 ml) was collected 
from all study individuals in a vacutainer tube 
containing EDTA, and a placental tissue was obtained 
after delivery. Giemsa-stained thick blood film 
confirmed P. falciparum infection, and parasitaemia was 
quantified by counting against 200 leucocytes assuming 
a mean of 8,000 leucocytes per millimeter of blood.  
RNA collection 
Ring stage parasites were conserved either in Trizol 
(Invitrogen) stored at −80°C or as dried spots on 
Whatmann 3MM filter paper stored at room 
temperature.  Total RNA from peripheral iE was 
prepared from Trizol samples followed by treatment 
with DNAse 1 (Sigma) for 15 min at 37°C. Absence of 
DNA in RNA samples was confirmed by stable base 
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fluorescence after 30 cycles of real-time PCR with 
seryl-tRNA synthetase primers [25]. DNA-free RNA 
was reverse transcribed with random hexamer primers 
and Superscript II enzyme (Invitrogen) for 10 min at 
25°C, 50 min at 42°C, and 15 min at 70°C. 
Typing var gene expression 
To target the UPS A, B and C groups as well as the 
cassettes DC1, DC5, DC8, DC13, and DC16, we 
selected 21 sets of primers from the 42 sets published 
by Lavstsen et al., [20]. The amplification UPS A, B 
and C groups realized by A1, B1, C1 and C2 primers. 
For cassettes domains, we have used a subset of primers 
describe in table 2. Only UM and CM samples were 
tested with the full set of primers. PAM samples were 
only tested with var2csa specific primers, as this gene 
has been documented to be the single PfEMP-1 gene 
expressed in PAM [25,26]. Quantitative real-time PCR 
was performed on cDNA using a Rotorgene thermal 
cycler system (Corbett Research), using the seryl-tRNA 
synthetase (P90) and fructose-biphosphate aldolase 
genes endogenous (P61) controls [25,26]. Reactions 
were performed in a final volume of 20 μL including 
0.1 µl of cDNA, 10 µl of Quantitect SYBR Green PCR 
Master Mix (Qiagen) and 10 µmol/L primers. Cycling 
conditions were 50°C for 2 min, 95°C for 10 min, and 
40 cycles at 95°C for 15 s and 60°C for 1 min. Data 
were analyzed using the Rotorgene software 6.0. The 
cycle threshold (Ct) was set at 0.025. Samples with a 
mean control gene below 25 were excluded from 
analysis, to avoid to be in the non-linear amplification 
range. Var genes transcripts abundance was determined 
as relative quantification with the control gene (ΔCt 
var_primer = Ct var_primer - Ct average_control 
primers), Transcripts units (Tu) was calculated as Tu = 
2 (5-ΔCt) according to Lavstsen et al., [20]. 
Maturation and preparation of samples for 
proteomics study 
Eleven from CM and 10 parasites from UM were in 
vitro cultured for less than 18 h in order to obtain 
mature parasite forms (trophozoites and schizonts). 
Sixty-two placentas positive for P. falciparum by rapid 
diagnostic test were collected, but only 10 were flushed 
as they showed sufficient parasite density. In these 31 
samples (CM, UM and PAM) containing mature forms, 
parasites were depleted from uninfected erythrocytes 
over a MACS column [27]; enriched samples contained 
more than 80% iEs. Samples were lysed according to 
the method of Fried et al., [28]. Briefly, samples were 
incubated in 10 mM Tris-HCL pH 7.4, 5 mM EDTA, 
1% Triton X-100, 1X inhibitor protease (Roche) for 30 
min on ice then centrifuged for 30 min at 12,000 g. The 
lysate was transferred in RIPA buffer with 2% SDS and 
1X inhibitor protease (Roche), and stored at -80°C. 
To prepare trypsin digestion peptides, 100 µg of 
proteins were used for UM, PAM and CM samples were 
reduced with 20 mM DTT during 30 min at 56°C then 
alkylated with 55 mM of chloroacetamide for 30 min at 
room temperature. The samples were precipitated in 
acetone for 2 h at -20°C and centrifuged for 15 min at 
14,000 rpm.  The lysate was transferred in digestion 
buffer (50 mM ammonium bicarbonate, 2% rapigest, 20 
mM DTT and 1 µg/µl of trypsin). The samples were 
digested overnight at 37°C. The peptides samples were 
acidified with 10% of TFA for 2 h at 37°C, and 
centrifuged 15 min at 14,000 rpm.  
LC –MS/MS analysis 
Analyses were performed using an Ultimate 3000 Rapid 
Separation liquid chromatographic system (Dionex, The 
Netherlands) coupled to a hybrid Linear Trap 
Quadrupole-ORBITRAP Velos mass spectrometer 
(Thermo Fisher Scientific, San José CA). Briefly, 
acidified peptides were loaded and washed on a C18 
reverse phase precolumn (3 µm particle size, 100 Å 
pore size, 75 µm i.d., 2 cm length) using a loading 
buffer containing H2O 98%, ACN 2% and TFA 0.1% at 
5 µL/minute. Peptides were then separated on a C18 RP 
analytical column (2 µm particle size, 100 Å pore size, 
75 µm i.d., 15 cm length) with a 90-minute gradient 
from 99% A (ACN 5%, formic acid 0.1% and H2O 
95%) to 40% B (ACN 80%, formic acid 0.085% and 
H2O 20%). 
The LTQ-ORBITRAP mass spectrometer acquired data 
throughout the elution process and operated in a data 
dependent scheme as follows: full MS scans were 
acquired with the ORBITRAP, followed by up to 10 
LTQ MS/MS CID spectra on most abundant precursors 
detected in the MS scan. Exclusion latency was set to 24 
seconds for previously fragmented precursors. Mass 
spectrometer settings were: 1/Full MS with 1.106 
Automatic Gain Control (AGC), 3.104 resolutions, 400-
2000 mass-to-charge ratio (m/z) range, 1000 ms 
maximum ion injection time; 2/ MS/MS with AGC: 
1.104, 200 ms maximum injection time, 2000 minimum 
signal threshold, 2 Da isolation width. The 
fragmentation was permitted for precursor with a charge 
state of 2, 3 or 4. 
Spectra Processing 
The software used to generate .mgf files was Proteome 
discoverer 1.2. The threshold of Signal to Noise for 
extraction values was 3. 
Database Searching 
MS/MS spectra were submitted to mascot (Matrix 
science) version 2.2 search engine [29]. The precursor 
mass tolerance was set to 2 ppm and the fragment mass 
tolerance to 0.45 Da. A filter was applied to the search 
and the probability of false positive was lower than 5%. 
The database searched was a concatenation of human 
and Plasmodium sequences from NCBI and their 
reverse sequences plus the var genes of sequences from 
Vardom (http://www.cbs.dtu.dk/services/VarDom/). 
The search parameters were set as follows: trypsin 
specificity, 2 ppm mass tolerance, 1 missed tryptic 
cleavage, oxidation (M) was set as a variable 
modification only those proteins with MOWSE score > 
40 (p < 0.05) were accepted as identified.  
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All samples were compared with MyProMS 2.7.2 
software [30] and all PfEMP-1 identified were exported 
without restriction of score of protein. All peptides from 
PfEMP-1 identified by LC – MS/MS were positioned 
on different DBL and CIDR domains of PfEMP-1 from 
seven Plasmodium genomes [12] using Blastp 2.2.24 
software. We considered as “correct” the peptides that 
presented a score of peptides ≥ 10 with at least six 
amino-acids. We considered a peptide predictive to a 
domain if the peptide matched only with that domain 
subtype (e.g. NTS, DBL,  
CIDR and ATS) and matched several variants of that 
domain type (3D7; DD2; IGH; RAJ116; HB3; IT4; 
PFCLIN). When possible, each peptide was associated 
with a domain from groups UPS A, B, C and E. Several 
samples presented peptides associated with groups B or 
C that impaired to distinguish between both groups. We 
thus considered a combined group (B or C). We 
considered reliable the identification of a PfEMP-1 
protein when it was identified by at least two peptides 
and a score of protein ≥ 20. 
Correlation between var genes transcription level 
and identified PfEMP-1 proteins  
For ten CM samples, both RT-qPCR and proteomics 
data were available. We compared if the predominant 
PfEMP-1 protein identified by LC-MS/MS correlated 
with the level of transcription of var genes from the 
same UPS group.  
Statistical analysis  
Var gene transcription was measured by the relative 
copy number method, and compared between two 
groups by the Wilcoxon rank sum test. The mean 
proportion of peptides identified as associated to UPS 
groups was compared between the three clinical groups 
by Kruskall-Wallis test and Wilcoxon rank sum test. 
Data were plotted using Prism software (version 6; 
Graphpad). The concordance between genomic and 
proteomic data has been evaluated by the Cohen’s 
kappa coefficient. STATA 12 software was used for 
statistical analyses. P values < 0.05 were considered as 
significant. 
 
Results 
Patient samples 
Thirty-two children with cerebral malaria (CM), 30 
patients with uncomplicated malaria (UM), and 15 
pregnant women at delivery were included in the study 
(Table 1). The average age was three years in the CM 
group, and 18 years in the UM group, with 14/32 and 
12/30 females, respectively. The mean age of the 
pregnant women was 27 years and six were 
primigravidae. The mean parasite densities were 216 
710, 19 417 and 400 parasites/µl in the CM, UM, and 
PAM groups, respectively. Nine children with CM died 
during the first week after hospital admission. These 
nine children were all referred from another health 
center, and probably received adequate treatment late 
after the onset of symptoms.  
 
Var transcript analysis 
Thirty-one CM samples and 22 UM samples were 
analyzed by RT-qPCR with a set of 21 primers [20] 
targeting group A-C or specific domain cassettes 2, 3, 5, 
8, 13 and 16 (Table 2). Figure 1 shows the transcript 
levels in individual patients. Primers (A1, B1, C1 & C2) 
clearly showed that UpsA var transcription is 
significantly higher in CM samples (median 
transcription units (interquartile range IQR) = 11.2 (1.7 
- 27.2) vs. 1.0 (1.0 - 4.1); P = 0.003) whereas group B 
var transcript levels with B1 primer was higher in UM 
than in CM (4.35 (1.2 – 12.8) vs. 1.0 (1.0 – 1.0); P < 10-
3). The group C targeted with primer C1 and C2 was 
similar in two groups CM and UM (1.0 (1.0 – 1.0) in 
CM vs. 1.0 (1.0 – 2.0) in UM and 1.0 (1.0 – 1.0) in CM 
vs. 1.0 (1.0 – 1.0) in UM, respectively). All the primer 
pairs targeting DC8 (domains CIDRα1.1, DBL4/6 and 
DBLβ12), showed increased transcript levels in CM 
than in UM samples (2.6 (1.0 – 15.4) vs. 1.0 (1.0 – 1.7); 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Table 1: Clinical and biological characteristics of patients presenting with malaria in Benin.  Cerebral malaria 
(CM), uncomplicated malaria (UM), or pregnancy-associated malaria (PAM). 
 CM 
N = 32 
UM 
N = 30 
Placental PAM 
N = 15 
Sex ratio 
(female/male) 
14/18 12/18 15/0 
Age. mean (95CI) 
years 
3 
(2 ; 4) 
18 
(12 ; 25) 
27 
(24 ; 31) 
Parasitemia. mean 
(95CI) p/µl 
216,710 
(47,243 ; 543,900) 
19,417 
(1,772 ; 87,798) 
400 
(120 ; 1,580) 
Hemoglobin mean 
(95CI) g/dl 
5.6 
(4.0 ; 7.9) 
11.6 
(10.4 ; 12.9) 
- 
Blantyre score mean 
(95CI) 
2 
(2 ; 2) 
- - 
Number of deaths 9 0 0 
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P = 0.0036; 1.0 (1.0 – 8.7) vs. 1.0 (1.0 – 1.0); P = 0.005 
and 7.6 (1.3 – 20.1) vs. 1.0 (1.0 – 2.7); P = 0.002, 
respectively) and a higher prevalence of transcription 
(as defined with at least one DC8 primer) in CM than in 
UM (41.9 (24.5 - 60.9) vs. 4.3 (1.1 - 21.9); P = 0.0003).  
The DBLa1.7 primer pair targeting DC13 showed 
increased transcript levels in CM compared to UM 
samples (22.5 (9.6 - 41.1) vs. 4.3 (1.1 - 21.9); P = 
0.047). Primers DBLb3 targeting a subset of var genes 
including genes encoding DC8 and DC13 PfEMP-1 also 
showed significantly higher transcript levels in CM vs.  
UM samples (2.5 (1.0 – 9.5) vs. 1.0 (1.0 – 1.0); P = 
0.0001. 
Var2csa transcripts were found at significantly higher 
levels in PAM than in CM or UM samples (173.2 
(134.5 – 211.9) vs. 1.17 (1 – 4.5) vs. 5.45 (1.0 – 31.1);  
P = 0.0001 for overall comparison, all P < 10-3 for 
paired [2x2] comparisons, data not shown).  
 
 
Table 2: List of primers used for RT-qPCR. The primers 
targeted the indicated domain subclasses. Some domains occur 
in domain cassettes and all can be associated to a PfEMP1 
UPS grouping. 
 
Proteomics data 
To investigate PfEMP-1 protein expression 11 CM, 10 
UM and PAM protein lysates were prepared for LC–
MS/MS analysis. Identified peptide sequences were 
annotated using a database containing human and 
Plasmodium genomes as well as additional available var 
gene sequences. Due to the extensive sequence variation 
of PfEMP-1, it is expected that the extracted PfEMP-
1molecules would not match 100% to the reference 
database sequences. Thus, the search parameters were 
initially varied to test the signal to noise ratio of the 
matched peptides to PfEMP-1 and human protein 
database. The analysis first focused on peptides 
sequences that have been detected in mass spectrometry 
in the aim to detect all these peptides without any limit 
of identification score for protein. This also allows to 
 
Figure 1: Var type transcription in samples from patients 
with cerebral and uncomplicated malaria in Benin.  
White boxes show transcript units (Tu) < 2; light-grey box: 
2<Tu<5; mid-grey box: 5<Tu<20; dark-grey box: 20<Tu<50 
and black box: Tu>50.  Statically significant higher transcript 
levels in patients with cerebral malaria than in patients with 
uncomplicated malaria is indicated by (*) p≤ 0,05; (**) p≤ 
0,01; (***) p≤ 10-3. Statistically significant higher transcript 
level among patients with uncomplicated malaria compared to 
patients with malaria cerebral is indicated as (+) p≤ 10-3.  
 
identify major domains and domain cassettes matching 
with these peptides. Then, we considered only proteins 
identified with at least two peptides.  
The analysis on peptides without any restriction of score 
allowed to detect 548 peptides matching only with 
PfEMP-1 proteins; among those, the 440 peptides with a 
minimal score 10 were retained for analysis. These 
peptides matched with at least one of the 399 PfEMP-1 
proteins from the PfEMP-1 database [12]. 254 peptides 
were present only in CM samples, 98 only in the PAM 
samples, 53 only in UM samples, and 35 were present 
in at least two of the groups. The detected peptide 
sequences were then mapped back to all known DBL 
and CIDR domains from seven sequenced P. falciparum 
genomes [12] to investigate if they represented 
sequence traits specific to certain domain subtypes or 
PfEMP-1 groups. To avoid non-informative peptides 
(matching with several different PfEMP-1 domains) 
Primer Domain 
subclass 
Domain 
cassette 
UPS Group 
DBLe8 DC3 A 
DBLb7&9 DC5 A 
DBLg DC5 A 
DBLa1.7 DC13 A 
CIDRa1.4 DC13 A 
DBLa1.5/6 (199) DC16 A 
DBLa1.5/6 (197) DC16 A 
DBLa1.1 DC1 A 
DBLb12 & DBLb3/5 DC8 B/A 
CIDRa1.1 DC8 B 
DBLa_CIDRa DC8 B 
DBLg4/6 DC8 B 
CIDRa1.6   A 
DBLa1.4   A 
DBLa2/a1.1/2/4/7   A 
CIDRa1.7   A 
DBLb3   A 
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1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 4 1 1 1 1 1 1 1
1 1 1 1 13 1 1 1 1 1 16 2 3 7 13 1 10 4 1 1 1
1 14 1 1 1 9 1 1 1 1 7 1 3 28 6 1 10 15 1 2 1
5 1 1 1 1 2 1 1 1 1 12 2 12 26 7 1 21 34 1 1 1
1 2 1 1 1 1 1 1 1 1 7 1 1 1 3 1 2 3 1 1 1
3 1 1 1 5 1 1 1 1 1 40 3 1 1 5 1 2 6 1 1 1
2 1 1 1 1 14 2 35 1 1 ## 1 18 5 12 1 6 94 1 1 1
24 1 1 1 62 1 1 1 1 2 49 2 3 1 1 1 35 39 1 1 1
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 2 32 32 12 17 1 23 1 1 1 1
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 3 3 1 1 1 1 1 1 1 1 1
35 1 1 11 1 1 1 1 2 1 ## 1 1 ## 71 1 61 81 1 1 1
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 ## 1 1 33 41 1 2 9 1 1 1
2 9 2 4 12 1 1 1 1 3 11 8 1 35 1 5 1 64 1 1 1
1 1 1 1 14 1 1 1 1 2 48 1 19 36 1 1 1 1 1 1 1
1 1 1 3 1 1 1 1 1 5 73 25 6 66 1 1 1 17 1 2 1
1 1 1 1 1 27 1 1 1 4 6 1 40 ## 1 1 49 1 1 1 1
3 1 1 1 1 1 1 8 1 2 21 1 7 16 1 1 5 17 1 2 1
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 77 1 40 94 1 3 54 1 0 0 0
8 1 1 1 1 1 1 1 1 1 9 1 2 19 1 1 18 31 0 0 0
2 1 1 1 1 1 1 1 1 1 3 1 1 2 1 1 1 1 0 0 0
1 1 1 1 ## 1 1 1 1 1 9 20 52 1 1 1 1 1 0 0 0
1 1 1 1 1 1 1 2 2 2 1 1 1 7 1 1 1 6 0 0 0
4 1 1 1 1 1 1 1 1 1 5 1 1 3 4 1 2 8 0 0 0
50 1 1 1 1 1 1 1 1 1 2 1 6 1 1 1 13 1 0 0 0
3 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 89 1 47 30 0 0 0
4 1 1 1 1 1 1 1 1 1 12 9 1 11 1 1 1 10 0 0 0
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 5 1 12 10 1 1 1 2 0 0 0
1 1 1 1 12 1 1 1 1 1 12 1 3 1 1 1 3 6 0 0 0
6 1 1 1 1 1 1 1 1 1 57 6 1 13 23 1 1 21 0 0 0
3 1 1 1 1 1 50 1 1 6 ## 7 5 25 1 1 9 16 0 0 0
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 2 1 1 1
4 1 1 1 1 1 1 1 1 1 6 1 1 4 1 1 5 1 1 1 1
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 13 1 1
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 3 1 1 2 2 1 1 3 44 5 2
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 7 1 1 1 1 19 3 1
1 1 1 1 1 1 1 1 1 14 1 1 1 1 1 1 1 1 20 3 1
1 1 1 1 1 1 1 1 1 3 1 1 1 1 1 1 1 1 5 1 1
2 1 1 1 1 1 1 1 1 2 1 1 1 1 1 1 1 21 5 1 1
1 1 1 1 1 6 1 1 1 1 59 1 4 43 1 1 1 28 2 1 1
1 1 1 1 1 1 1 1 1 3 1 1 1 2 1 1 1 1 4 1 1
1 1 1 1 1 1 1 1 1 2 12 1 1 1 1 1 8 6 4 1 1
1 1 1 1 1 1 1 1 1 3 1 1 1 1 1 1 2 1 16 1 1
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
1 1 1 1 1 1 1 1 1 7 1 1 1 1 1 1 1 1 8 6 1
1 1 1 1 5 1 1 1 1 1 6 3 1 5 2 1 3 3 12 7 8
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 3 1 13 1 1
2 1 1 1 3 1 1 1 1 1 2 2 1 5 1 1 2 4 3 1 1
## 1 1 1 13 21 2 9 1 7 20 18 20 50 15 1 ## 72 37 19 17
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and/or poorly predictive peptides, we added selection 
criteria defined in the materials and methods section.  
The 440 peptides have been annotated as specific to a 
PfEMP-1 domain type; 196 peptides being predicted to 
belong to one PfEMP-1 group or one DC. Among these 
peptides, 107 were specific to CM samples, 56 to PAM 
samples, and 20 to UM samples while 13 peptides were 
found in two groups (Supplementary table 1). Peptides 
predicted to origin from DC8 PfEMP-1 were more 
frequently found among CM samples than in UM and 
PAM isolates (0.04 (0 – 0.3) vs. 0 (0 – 0), P = 0.051 and 
0.04 (0 – 0.3) vs. 0 (0 – 0), P = 0.045, respectively). 
Conversely, cassettes DC13 and DC16 were found with 
similar frequency in isolates from the three clinical 
groups (DC13: 0 (0 – 0) in CM, 0 (0 – 0) in PAM, and 0 
(0 – 0) in UM, P = 0.273; DC16: 0 (0 – 0) in CM, 0 (0 – 
0) in PAM, and 0 (0 – 0) in UM, P = 0.440, 
respectively).  
We identified at least one PfEMP-1 protein in 10/11; 
6/10 and 9/10 isolates from CM, UM, and PAM, 
respectively, with at least two peptides that yielded a 
score > 20. A total of 104 PfEMP1 proteins were 
predicted (Supplementary table 2).  
VAR2CSA variants were only identified in PAM 
parasite, with a highest score of 303 with six peptides 
and 1.7% sequence coverage. Sixteen PfEMP1 proteins 
or variants DBL domains were identified in parasites 
from at least two groups (CM, UM and PAM), while 72 
PfEMP-1 proteins were identified specifically in CM 
isolates (17 proteins from group A, 29 from group B, 12 
from group C, and 14 proteins with no current 
annotation). The protein IT4var7, that has been 
implicated in CM [22], was predicted in 4/11 isolates 
from CM patients with a maximum score of 421 with 
five peptides and 2.2% of coverage sequence. Twenty-
four PfEMP-1 proteins were identified only in UM 
samples (4 proteins from group A, 11 from group B, 2 
from group C, and 7 proteins with no annotation).  
We compared the proportion of proteins associated with 
each UPS group among all identified PfEMP-1 proteins, 
by isolate and by clinical group (figure 2). The 
proportion of UPS B and C group proteins was similar 
in CM, PAM, and UM groups (median distribution of 
UPS B and C (IQR) 0.32 (0.45 – 0.55) in CM vs. 0 (0 – 
0.25) in PAM vs. 0.42 (0.27 – 0.53) in UM; P = 0.139 
and; 0.19 (0 – 0.26) in CM vs. 0 (0 – 0) in PAM vs. 0 (0 
– 0.19) in UM; P = 0.422, respectively). Nevertheless, 
the proportion of UPS B proteins tended to be higher in 
CM than in PAM groups (P = 0.06). 
The number of UPS E group proteins differed between 
the three clinical groups (0 (0 – 0) in CM vs. 1 (0.25 – 
1) in PAM vs. 0 (0 – 0) in UM; P = 0.004), being found 
more frequently in PAM than in the other two clinical 
groups (both < P = 0.02). Similarly, the number of UPS 
A PfEMP1 proteins differed among clinical groups 
(0.18 (0.075 – 0.35) in CM vs. 0(0 – 0) in PAM vs. 0 (0 
– 0.07) in UM; P = 0.017), being found more frequently 
in CM isolates than in PAM (P = 0. 010) and UM 
isolates (P = 0.081). 
 
Figure 2: Proportion of proteins identified by LC-MS/MS 
in parasite samples in Benin, by clinical group. Cerebral 
malaria (CM, circle), pregnancy-associated malaria (PAM, 
triangle), and uncomplicated malaria (UM, diamond).  Each 
data point represents the proportion of proteins associated to 
each UPS group among all PfEMP-1 proteins, for one patient. 
Bars indicate median with interquartile range. (*) shows a 
difference between CM vs PAM P= 0.017. (**) shows a 
difference between PAM vs CM and vs UM P= 0.0085, P= 
0.0190 respectively 
 
Finally, genomics and proteomics data were compared 
showing a strong concordance of the levels of var gene 
transcripts from each UPS group (A, B, and C) and the 
identified PfEMP-1 proteins in CM samples (figure 3) 
with a Cohen’s kappa coefficient of 0.60. For example, 
in isolate AP36 a high level of UPS A transcript and 
only PfEMP-1 proteins of the UPS A were identified by 
RT-qPCR and LC-MS/MS, respectively. Likewise, in 
isolate AP15, primarily UPS B var genes and PfEMP1 
of UPS B proteins were identified. In addition, in all  
 
samples but AP36, we observed PfEMP-1 proteins 
associated to UPS B and C, showing that concomitant 
expression of multiple PfEMP-1 proteins (either related 
to polyclonal infections or to clonal phenotypic 
variations) is frequent in CM samples. This 
phenomenon was less pronounced in the genomics data, 
as our RT-qPCR approach targets already defined 
regions corresponding to the set of primers used. 
 
Discussion 
This study aimed to characterize the expression of var 
genes and PfEMP-1 proteins in parasites isolated from 
children suffering from severe cerebral malaria or 
uncomplicated malaria as well as women diagnosed 
with PAM in Cotonou, Benin. We used RT-qPCR and 
mass spectrometry techniques to produce the first study 
to associate genomic data on var genes with proteomic 
data on PfEMP-1 expression in P. falciparum patients 
isolates. 
As expected ([14,31]), transcription of group A var 
genes were associated with parasites from children with 
severe malaria. In addition, using a set of 21 primer 
pairs targeting var transcripts encoding specific PfEMP-
1 domain cassettes, parasites from CM patients were 
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Figure 3: Var gene transcript levels and PfEMP-1 proteins identified in the samples collected from patients with cerebral 
malaria. Each line corresponds to one sample, the right axis shows var genes transcription levels for each sample and the left 
axis shows the proteins identified by LC-MS/MS. 
 
found to have higher transcript levels of DC8 and DC13 
encoding var transcripts PfEMP-1 than parasites from 
UM patients. This finding on parasite isolated from 
children from West Africa corroborates previous 
observations made using the same technology on 
parasites from Tanzania, East Africa [20] and thus 
suggest that the association of DC8 PfEMP-1 and 
severe childhood pathogenesis is not geographically-
restricted. Such finding is of utmost importance for 
future studies of pathogenesis and development of 
vaccine constructs.  
The proteomics approach is particularly difficult to 
apply to investigations of P. falciparum proteins 
expressed on the membrane of the erythrocyte.  Firstly, 
parasite proteins represent a tiny minority among the far 
more abundant erythrocyte proteins, and the 
identification of such rare proteins requires a very 
efficient MS protocol. Secondly, these variant parasite 
surface-expressed proteins are characteristically poorly 
soluble with a very long and highly variable 
extracellular domain. The use of a 50 cm-long HPLC 
column allowed a better separation of the peptides, and 
data analysis was optimized by performing three 
searches against the Human, Plasmodium genomes and 
PfEMP-1 database of 399 known PfEMP-1 sequences 
using different settings of 10 and 20 parameters. Next, 
all predicted PfEMP-1 peptide sequences were 
annotated with a domain subtype and PfEMP-1 group 
only if the sequence uniquely matched more than one 
domain of the said type.  
As shown in figure 2, identifying a unique PfEMP-1 
variant associated with cerebral malaria, as opposed to 
PAM, remains a difficult quest. In comparison with 
parasites from the other clinical groups, proteins and 
peptides identified by LC-MS/MS in CM isolates are 
preferentially associated with PfEMP-1 variants 
encoded by group A var genes, confirming our 
transcriptomic data, and in line with other studies [17-
19,21]. Although the identified group B/A genes were 
few, they tended to be more frequent in CM than in UM 
and PAM samples. The DC8 (CIDRα1.1 and DBLβ12 
domains) is highly expressed in CM samples and is  
 
associated with group B/A genes. Identifying a single 
PfEMP-1 that is uniquely characteristic of CM is 
unlikely. Conversely, the identification of specific 
domain cassettes expressed during CM appears to be a 
real alternative. Thus, we confirmed the over-expression 
of DC8 in CM parasite samples from West Africa, 
suggesting that this particular cassette is associated with 
CM right across sub-Saharan Africa.  
Genomics and proteomics data showed a good 
correlation between the over-expressed var genes 
patterns and the PfEMP-1 proteins identified by LC-
MS/MS (figure 3). A unique PfEMP-1 protein was more 
difficult to identify in the CM samples, suggesting that 
more than one PfEMP-1 protein is likely involved in the 
pathogenesis of CM. The expression of more than one 
PfEMP-1 protein highly complicates genomic and 
proteomic studies.  
In conclusion, our data show that parasites isolated from 
Beninese children with CM preferentially express 
PfEMP-1 variants encoded by UPS A and by UPS B/A 
var genes. The protein products of these genes are 
characterized by their content of the recently described 
DC13 and DC8 components.  Our findings extend 
observations of these syndrome-specific associations 
from East to West Africa, providing support for the 
concept that these PfEMP-1 variants represent virulence 
factors in various settings. They thus serve to strengthen 
the evidence base necessary to justify focusing on these 
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variants in the search for an appropriate PfEMP-1 
candidate that could form the basis for development of 
an anti-malarial vaccine.  
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Table 1:  List of peptides predictive of domain subtype, UPS group, Domain Cassette (DC) in parasite samples. 
Cerebral malaria (CM), uncomplicated malaria (UM), or pregnancy-associated malaria (PAM). 
 
Type Accession number Description 
Score of 
proteins 
Peptide data (distinct) Seq 
Score of 
peptid
e 
Domain subtype prediction 
Group UPS 
prediction 
DC prediction 
CM - RAJ116var08 189.94 SEETTDIDVLYSGK 82 CIDRa1.1 B DC8 
CM - IT4var22 212.95 NSNDLLGNILVTAK 77 DBLa1 A - 
CM 124015305 PfEMP1 421.34 LVNDSFLGDVLLSAK 70 DBLb A - 
CM - PFCLINvar59 PfEMP1 VNNSFLGDVLLAAK 63 All DBLb A DC1 
CM - PFCLINvar06 141.29 STDGTNNDPTLTSPYK 62 DBLb5 B - 
CM 124015305 IT4_var7 171,54 ASDSFLGDVLVAAK 53 DBLb A - 
CM 78039197 PfEMP1 49.53 AITCNAPTDAYYFVYK 50 DBLa1.4/1.6 A - 
CM - PFCLINvar68 47.36 AYAQLEESGSR 47 DBLb3 A DC8 
CM - IT4var22 212.95 FDEGQVYECGSGIIK 47 DBLa1 A - 
CM 86170340 PfEMP1 89.26 YQTLYEEAER 37 DBLb A/ B/A DC8 
CM - DD2var19 67.73 LLNEEIKK 31 DBLz6 - DC10 
CM - DD2var32 32.66 FSGENSPTLEK 29 DBLg A - 
CM - PFCLINvar75 PfEMP1 NVLDVLAQNIR 28 NTSA5 A - 
CM 34525764 PfEMP1 166.98 LPMDVPQYDVSK 27 ATSA A - 
CM 90193379 PfEMP1 167.28 NLEAINVHNTK 25 DBLa1 A DC16 
CM 124805005 PfEMP1 192.56 HPPHEYEVACK 25 DBLb6 A DC13 
CM - DD2var09b 224.33 SSLIGNIK 24 DBLb - DC5 
CM - DD2var16 141,01 DLLDMIGK 24 PfEMP1 B - 
CM - PFCLINvar46 23.86 TTSGATPTEIK 24 CIDRa3.1 B or C - 
CM 15991381 PfEMP1 59.82 NQEEAAVAVTVK 23 CIDRa2 B or C - 
CM - DD2var23 76.51 QLSKIIEK 23 CIDRa3.1 B or C - 
CM - RAJ116var05 20.97 ITEQNIK 21 CIDRb4 A - 
CM - IGHvar22 20.53 NIYDNLEK 21 DBLz2 - - 
CM 323392499 PfEMP1 20.31 GKDLYLGGNSK 20 DBLa0.7 B - 
CM - IGHvar07 32.19 NGITSSGTENK 20 DBLb8/12 - DC8 
CM 34525764 PfEMP1 166.98 INHSFLGDVLLAAK 20 DBLb3 A - 
CM 124505153 var (3D7-varT3-2) 64.35 NDFEDEKDK 20 DBLa2 - DC8 
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CM - DD2var31 19.4 CNNDCKCFLK 19 CIDR2/3 B or C - 
CM - IGHvar01 22.76 DAKDLLDR 19 NTSB3 B - 
CM - IGHvar31 71.57 CNGSNPSEKEDINK 19 CIDRg5 B or C - 
CM - DD2var32 92.37 IGTTWQTGRGIQIK 19 DBLb1/7 A DC5 
CM - IGHvar09 76.26 TPSLTESHNSAR 19 NTSA A - 
CM 124015277 PfEMP1 19.21 CPPCGVKR 18 CIDRa5/a3.1/a3.2 B - 
CM 197252529 PfEMP1 17.92 MAPGSGDPQDGADK 18 NTSB3 B - 
CM - PREICHvar52 24.33 GCLENNNGNR 17 CIDRa3.1/3.2 B or C - 
CM 156027219 PfEMP1 17.07 GRDLFLGNDVEK 17 DBLa0 B or B/A - 
CM 86170340 PfEMP1 49.38 YSYDELNNAK 17 PfEMP1 B/A DC8 
CM 124512172 PfEMP1 22.7 SGDTKVNCNR 16 CIDRb1 B or C - 
CM - DD2var19 23.79 ACPLCGVNGPKGK 16 CIDRa2 B or C - 
CM 34525764 PfEMP1 16.02 RDNGNAESELK 16 DBLg6 A/ B DC8 
CM 343175984 PfEMP1 15.94 CTKSSGGKPGK 16 DBLa0 B or C - 
CM 124805350 PfEMP1 15.81 VLASLTNCYKCDK 16 DBLpam2 E DC2 
CM - PFCLINvar67 15.64 ELNSCINNPK 16 CIDRa2/3 B or C - 
CM 323393345 PfEMP1 15.11 YEGNSIER 15 DBLa0 B or C - 
CM 154359876 VAR2CSA 15.02 MDSKTTIAEK 15 NTSpam E DC2 
CM 323394280 PfEMP1 14.92 YQDDPNK 15 DBLa1.7 A DC13 
CM - RAJ116var08 14.87 LYEELVEACGSCK 15 (DBLb12) A DC8 
CM - DD2var42 14.84 NIDFTKSGDEK 15 DBLa1 A - 
CM 78041701 PfEMP1 14.68 SKYNGDTTDFFK 15 DBLa0 B - 
CM - IGHvar36 23.08 LENSENSLFK 15 CIDRg7/g12 B - 
CM - IGHvar37 14.42 STLESLTDEEIR 14 DBLa0 B or C - 
CM 19109016 PfEMP1 14.38 IYNEVTTNGK 14 DBLa0 B or C - 
CM - PFCLINvar71 40.33 AITCSTPR 14 DBLz3 - DC12 
CM 78041989 PfEMP1 14.01 GEAQANKYCR 14 DBLa0.16/0.15 B or C - 
CM - HB3var35 39.04 IDFNDPK 14 DBLd1 B - 
CM - IGHvar17 13.79 GIFSNDPK 14 DBLz6 - DC10 
CM 124807212 PfEMP1 13.72 SQEGVLQTK 14 DBLd1 B - 
CM 19879270 PfEMP1 43.92 DGQNFYQLR 13 DBLa0 B or C - 
CM - HB3var08 23.14 NQVEVGADSKK 13 CIDRa2.7 B - 
CM 197252773 PfEMP1 13.32 KSAEAQDR 13 DBLa2 B/A DC8 
CM 34525752 PfEMP1 13.24 EECIGKNK 13 DBLa1.5 A DC16 
CM 261863946 PfEMP1 13.01 NNDNIWTDLVK 13 DBLe10 E - 
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CM 124806691 PfEMP1 12.79 IYEGLTGGVKER 13 DBLa0 B or C - 
CM - DD2var23 12.72 GRDQLESK 13 DBLa0 B or C - 
CM 124505645 PfEMP1 24.37 YEGDSIK 13 PfEMP1 B or C - 
CM 270484054 PfEMP1 12.56 ISIEQVREYR 13 DBLa2/1.7 A or B/A - 
CM 124015295 PfEMP1 12.4 TNQICCDELPESK 12 PfEMP1 - - 
CM - PFCLINvar55 12.38 GAPGTAKDGVR 12 CIDRa2 B or C - 
CM - IGHvar36 12.38 NGAPDNSNR 12 DBLa0 B or C - 
CM - RAJ116var08 189.94 IIEEILR 12 CIDRa1.1 B/A DC8 
CM - HB3var21 12.21 ITLEHSNDSR 12 PfEMP1 B DC1 
CM 124015263 PfEMP1 12.2 DEEEAEAGVTDNQKK 12 CIDRa3.2 B or C - 
CM 7109146 PfEMP1 protein 12.19 NQVWEAITCGALPK 12 DBLa1.1 A DC1 
CM - HB3var20 12.06 KDINFCVLQDNK 12 CIDRa2 B or C - 
CM 78032715 PfEMP1 11.85 TVCSEGTSPTQGK 12 DBLa0 B or C - 
CM - HB3var22 11.8 NLPDDVKDECECK 12 DBLe2 - DC7 
CM 251831552 PfEMP1 11.59 EIHSEVTNGK 12 DBLa0 B or C - 
CM 124805331 PfEMP1 64.06 QKDMIETGMPPEMALK 12 CIDRa2.2 B - 
CM - RAJ116var30 72.97 CDCFLKWVNEK 11 CIDRa2/3 B or C - 
CM - HB3var13 40.21 KLEDAIK 11 DBLa0 B or C - 
CM - RAJ116var09 32.21 QLGNCINNNTNDNR 11 CIDRa2 B or C - 
CM - RAJ116var31 11.26 SSSAADGGDSNNK 11 DBLa0.15 B or C - 
CM - DD2var45 24.27 NCNGKCDCFLK 11 CIDRa3.1 B or C - 
CM 19108685 PfEMP1 11.16 ACSGGKTWTNK 11 DBLa0.9 B DC20 
CM 124805343 PfEMP1 11.16 SSVDNKCIMQTNNQK 11 CIDRa5 B - 
CM 90193303 PfEMP1 11.14 IVVGDETHK 11 NTSA6 A - 
CM - DD2var19 11.01 IANEAALKR 11 NTSB3 B - 
CM 323392769 PfEMP1 63.53 NEEDAVQKGLK 11 DBLa1.5/1.2 A - 
CM - IGHvar39 20.71 QWKQMEQK 11 DBLb3 A - 
CM 124807212 PfEMP1 10.91 TCGSGNNATQAKDK 11 DBLa0 B or C - 
CM - PFCLINvar59 53.09 NNHPAIQGNHK 11 DBLb5 B - 
CM - RAJ116var02 10.78 ENINGACMPPRR 11 DBLg8 A DC1 
CM 124511806 PfEMP1 10.75 KSDGSGGWEK 11 CIDRa2.1 B or C - 
CM - IGHvar33 23.94 MVPQSRSGGGK 11 NTSB3 B - 
CM 78041313 PfEMP1 10.61 EIYDNLMEDLKK 11 DBLa0.11 B - 
CM 197252361 PfEMP1 10.54 QAEKDASK 11 NTSA2 A - 
CM 124805350 PfEMP1 10.53 NNDSNGLPK 11 DBLpam3 E - 
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CM - RAJ116var21 18.35 EVDGTGASGDAKK 11 NTSB3 B - 
CM - RAJ116var24 11.17 KEEEWK 10 CIDRa3.1 B or C - 
CM - RAJ116var33 11.05 EEDACDIMDKIYGTSNNIK 10 DBLg B - 
CM - PFCLINvar29 62.78 MEQIIEK 10 CIDRa2.4 B - 
CM - HB3var16 18.98 DKLNSCINNK 10 CIDRa2.2 B - 
CM 86374140 PfEMP1 10.15 TACGTGTPTPNK 10 PfEMP1 B or C - 
CM - RAJ116var06 64 THGPNAARR 10 DBLz4 - DC9 
CM - DD2var22 41.22 YEGASIVEK 10 DBLa1 A - 
CM - PFCLINvar25 10.07 FLQEELK 10 CIDRa2 B or C - 
CM 26985360 varPAM 10.06 QAYDQANYR 10 DBLb1 A DC1 
COMMON 124805350 PfEMP1 62.65 DTFNTSSGDTFTNK 63 ATSpam1 E - 
COMMON - HB3var50 30.18 LLNEEIK 30 DBLz6 - DC10 
COMMON 323393477 PfEMP1 22.33 DXGSTICTVLAR 22 DBLa0 B or C - 
COMMON - HB3var48 21.1 IAEKNVEPQLK 21 DBLz4 B DC9 
COMMON 14578876 PfEMP1 19.28 DNLEDKLK 19 DBLz4 B DC9 
COMMON 124805343 PfEMP1 16.19 KENELFGK 16 ATSB B or C - 
COMMON 124505551 PfEMP1 15.91 QFYEEFK 16 DBLa0 B or C - 
COMMON 323392627 PfEMP1 15.66 TACSNDQSWANHNCR 16 DBLa0 B or C - 
COMMON 323394629 PfEMP1 15.64 NDVWKAITCEVK 16 DBLa0 B or C - 
COMMON - IT4var46 27.71 NSDGNNSDQIEK 13 CIDRa2 B or C - 
COMMON - DD2var36 12.87 IFLQIFFMDKIK 13 CIDRa2.1 B or C - 
COMMON - RAJ116var09 11.45 QLGNCINNNTNDNRCK 11 CIDRa2.9/2.5 B or C - 
COMMON 323394430 PfEMP1 46.41 GEDLYLGNPQESTQRK 11 DBLa0 B or C - 
PAM 154359888 VAR2CSA 259.78 YKDLYQQENETSSSSK 74 DBLpam1 E DC2 
PAM 154359888 VAR2CSA 179.35 DLYQQENETSSSSK 67 DBLpam1 E DC2 
PAM 154359874 VAR2CSA 106,5 LNEIFGSSNTNNIDTK 63 DBLepam4 E DC2 
PAM - PFCLINvar72 255,26 GIEGEMWGAVR 61 DBLpam3 E DC2 
PAM 154359886 VAR2CSA 127,61 SFADIADIIR 60 DBLpam1 E DC2 
PAM 154359888 VAR2CSA 259.78 ETELLYEYHDK 58 DBLpam3 E DC2 
PAM - IGHvar41 330,67 QDFIEQYLQNIQK 53 ATSpam1 E DC2 
PAM 261863956 PfEMP1 54,56 NLFLNIDPSK 48 DBLe10 E DC2 
PAM 154359888 VAR2CSA 259.78 SNDLLIK 47 DBLpam1 E DC2 
PAM 154359886 VAR2CSA 199,04 TVGSGAENVNAWWK 46 DBLpam3 E DC2 
PAM - IGHvar41 246,37 GSDMLTNIQFK 46 DBLepam5 E DC2 
PAM 154359874 VAR2CSA 127,61 YSFADIGNIIK 44 DBLe10 E DC2 
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PAM 154359888 VAR2CSA 179.35 GNDLVHDEYTK 41 DBLpam4 E DC2 
PAM - HB3var2csaA 138.26 GNDLVHDEYTK 41 DBLpam4 E DC2 
PAM 154359874 VAR2CSA 351,3 YSFADYGDLIK 40 DBLpam2 E DC2 
PAM 154359874 VAR2CSA 340,94 GSFYDLEDIIK 39 DBLepam4 E DC2 
PAM 154359888 VAR2CSA 260,7 NIGSDTFEFLIK 39 CIDRpam E DC2 
PAM 154359874 VAR2CSA 255,26 EWGEQFCIER 37 DBLpam3 E DC2 
PAM 154359888 VAR2CSA 179.35 GFCHAVQR 37 DBLpam3 E DC2 
PAM 154359874 VAR2CSA 298,54 QNLIDDMER 36 DBLpam1 E DC2 
PAM - HB3var2csaA 138.26 STNNVEELIK 35 DBLpam1 E DC2 
PAM 31323024 var2csa 32.04 TYDGFISPGK 32 DBLpam3 E DC2 
PAM 154359874 VAR2CSA 255,26 NSFYDYEYIIK 31 DBLepam5 E DC2 
PAM - HB3var2csaA 268,65 GVTDINFDTK 27 DBLpam2 E DC2 
PAM - HB3var2csaA 138.26 NNPYSAEYVTK 26 DBLpam1 E DC2 
PAM - PREICHvar95 24.22 EVKDQYDEQK 24 CIDRa5 B or C DC17 
PAM 270484592 PfEMP1 23.09 GRDQLEENLK 23 DBLa0.8/0.6 B or C - 
PAM 323393238 PfEMP1 20.56 NLEEIDPK 21 DBLa0 B or C - 
PAM - IGHvar37 18.25 QTCVGGSPTQGK 18 DBLa0 B or C - 
PAM - IGHvar35 18.1 LASASYFR 18 DBLa0 B or C - 
PAM 78039925 PfEMP1 16.11 IQLEEELKR 16 DBLa0 B or C - 
PAM 124504675 PfEMP1 15.74 LGGLCGNGAKK 16 CIDRa2.4 B - 
PAM - IT4var44 15.65 GKHDSLEK 16 CIDRb6 B or C - 
PAM 156027075 PfEMP1 15.57 HTCGTGKPTNEK 16 DBLa0.8 B or C - 
PAM 90193285 PfEMP1 14.83 EDRCPCLLR 15 DBLa1 A - 
PAM - HB3var50 14.69 QSPPAGDGGGVGR 15 DBLa0.8 B or C - 
PAM - RAJ116var09 14.55 QQEWDAIK 15 CIDRa2.9/a3.2 B or C - 
PAM 197252575 PfEMP1 14.15 ETNQGTASQLCTVLAR 14 DBLa0 B or C - 
PAM - PREICHvar85 13.99 KLSGFCK 14 CIDRa5 - DC17 
PAM - IGHvar26 13.78 KDNGNAENELK 14 DBLg6 B/A DC8 
PAM 323394473 PfEMP1 13.72 AAEARYK 14 DBLa0 B or C - 
PAM 197252397 PfEMP1 13.7 TNPCLNRSSVR 14 DBLa0 B or C - 
PAM - IT4var26 13.42 NTEEDKENNVSAEEIDLINK 13 CIDRa3.3 B or C - 
PAM - HB3var33 34.56 KNGAEELQK 13 DBLa0 B or C - 
PAM 18621273 PfEMP1 12.27 TDDKYFR 12 DBLa0 B or C - 
PAM 124511794 PfEMP1 12.1 DTNGQEGDKK 12 CIDRb5/6 B or C - 
PAM 323392962 PfEMP1 12.03 DVTRGSNEQALQER 12 DBLa0 B or C - 
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PAM - HB3var22 11.52 ELLDIIGEHIYK 12 NTSB3 B - 
PAM - PFCLINvar72 10.89 DACINNGK 11 DBLpam3 E - 
PAM 323393269 PfEMP1 10.52 YEGDLIKTR 11 DBLa0 B or C - 
PAM - HB3var1csa 10.4 ENENAACMPPRR 10 DBLg8 A DC1 
PAM - RAJ116var23 24.16 MAPQGGSRGGVGEIDDK 10 NTSB3 B - 
PAM 343766138 PfEMP1 10.38 YFRNTCAGGK 10 DBLa0 B or C - 
PAM 124805350 PfEMP1 10.1 SSIANKIEAYLGAK 10 NTSpam E - 
PAM 283831642 PfEMP1 10.05 SIWNAMLCGHKK 10 DBLepam5 E - 
PAM 31323032 var2csa 10 GQGDKIQGACK 10 DBLpam3 E - 
UM 1517814 PfEMP1 22.47 DYQSMNDFLK 22 DBLa0.18 B or C - 
UM 124511804 PfEMP1 43.08 IMKPCTSLDK 22 CIDRg5 B - 
UM - PREICHvar83 21.14 AQHNILDK 21 CIDR2.1 B or C - 
UM 323393343 PfEMP1 37.2 ATIXEAITCDVK 20 x B or C - 
UM 90193473 PfEMP1 17.47 TQSLYLGNLR 17 DBLpam2 E DC2 
UM 90193217 PfEMP1 16.94 YEGDCIVDHLPDNEK 17 DBLa0.21 B or C DC21 
UM 78040883 PfEMP1 15.3 QLEENFKK 15 DBLa0 B or C - 
UM 124511798 PfEMP1 50.97 DSIYWRMK 15 CIDRa3.1 B or C - 
UM - IGHvar24 34.88 IEKTIPAEATEAEEK 14 PfEMP1 A - 
UM - IT4var26 43.58 YQAQYASSVSSSQMCTMLAR 12 DBLa0 B or C - 
UM 124806691 PfEMP1 11.74 GASSTSDTSGTNDETK 12 DBLa0 B or C - 
UM 197252495 PfEMP1 28.5 IYDQLKPEAQKR 12 NTSB3 B - 
UM - IGHvar30 11.06 NDLMNCINNTNK 11 CIDRa1.5/1.6 A DC16 
UM 311702421 PfEMP1 10.92 NCIPEIKK 11 PfEMP1 E DC2 
UM 323392468 PfEMP1 10.85 TCGSGNWTKDK 11 DBLa0 B or C - 
UM 254952650 VAR2CSA 10.64 DVIENCNSCKNNLGK 11 DBLpam2 E DC2 
UM - HB3var22 10.43 GDPKVIQK 10 CIDRa2.2 B or C - 
UM - PFCLINvar26 35.52 ELSEKYVDR 10 DBLa0 B or C - 
UM 154359870 VAR2CSA 10.27 GTDMLTNIK 10 DBLepam5 E DC2 
UM 154359888 VAR2CSA 10.02 GWTTSKESEGENK 10 DBLpam1 E DC2 
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Table 2: List of PfEMP1 proteins identified by LC-MS/MS in parasite samples from different malaria syndromes. 
Cerebral malaria (CM), uncomplicated malaria (UM), or pregnancy-associated malaria (PAM) 
 
Type Identifier Description Mol weight (kDa) Groups Number of 
samples 
Score  Number of 
peptides 
Coverage (%) 
CM gi|124015305 IT4var7 397,4 A3 4 421 5 2.2 
CM gi|15991381 var1 292,1 C 3 230 5 1.9 
CM - PFCLINvar67 279,2 C1 3 102 2 0.9 
CM - DD2var19 328,5 B1 3 68 3 1.0 
CM - IGHvar27 350,2 A1 2 311 6 2.1 
CM gi|124015239 IT4var11 287,3 B1 2 288 6 2.5 
CM - PFCLINvar06 327,6 - 2 282 6 2.3 
CM - RAJ116var06 338,3 B1 2 253 4 1.9 
CM - DD2var36 329,0 C1 2 244 4 1.4 
CM gi|124511800 PF07_0050 238,5 B3 2 210 4 2.3 
CM - RAJ116var08 318,3 B1 2 190 4 1.4 
CM gi|124505153 var (3D7-varT3-2) 246,9 B1 2 171 3 1.4 
CM - IGHvar09 390,3 A1 2 169 4 1.4 
CM gi|124015307 IT4var08 382,2 B1 2 158 3 1.1 
CM - IGHvar25 246,2 B1 2 154 4 1.8 
CM gi|86170340 PFF0010w 333,5 - 2 89 2 0.7 
CM - IGHvar39 391,4 A3 2 74 2 0.6 
CM gi|124512768 PF13_0003 385,8 A1 2 52 2 0.2 
CM gi|34525762 var3 266,3 A 1 294 5 2.8 
CM - RAJ116var11 341,6 B2 1 282 4 1.7 
CM - RAJ116var35 316,3 C2 1 231 5 1.6 
CM - DD2var09b 359,7 A1 1 224 4 1.3 
CM - IGHvar30 420,6 A3 1 224 4 1.2 
CM - IT4var22 375,5 A3 1 213 4 1.5 
CM gi|124805005 PF11_0521 359,2 A1 1 193 5 1.8 
CM - HB3var36 253,0 C2 1 176 4 2.1 
CM gi|124775746 PFB0010w 196,6 B1 1 172 4 2.1 
CM gi|90193379 DBL1α 7G8 342,0 - 1 167 3 11.8 
CM gi|34525764 MC_var4 346,6 - 1 167 3 1.6 
CM - DD2var29 299,6 B1 1 123 3 0.9 
CM - PFCLINvar69 294,0 A3 1 120 4 1.0 
CM gi|124803377 PF11_008 345,7 A1 1 117 3 1.2 
CM - RAJ116var28 274,0 C1 1 113 2 1.1 
CM gi|26985360 varPAM 145,2 - 1 100 3 1.8 
CM gi|124512608 PF08_0106 256,0 B7 1 97 2 0.9 
CM - DD2var18 246,8 B1 1 91 3 1.8 
CM - PFCLINvar68 275,2 A3 1 86 2 0.5 
CM - DD2var23 347,4 B1 1 77 2 0.9 
CM - PFCLINvar41 199,9 C1 1 73 2 0.9 
CM - RAJ116var30 276,9 B1 1 73 4 2.0 
CM gi|124807212 PFL2665c 255,4 B1 1 73 2 1.0 
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CM gi|124015247 IT4var19 385,4 B1 1 72 2 0.6 
CM - IGHvar31 255,5 B1 1 72 2 1.0 
CM - HB3var30 245,7 B6 1 71 2 1.3 
CM - PREICHvar29 373,5 A3 1 70 2 5.1 
CM - IGHvar28 331,5 C1 1 70 2 0.6 
CM gi|323394993 DBLα 220,6 - 1 70 2 9.4 
CM - RAJ116var32 249,3 B3 1 68 2 0.8 
CM - PFCLINvar28 244,2 B1 1 67 4 1.7 
CM gi|124015243 IT4var17 341,9 B1 1 64 2 1.0 
CM gi|124805331 PFL0005w 248,6 B1 1 64 2 1.2 
CM gi|323392769 DBLα 199,2 - 1 64 2 12.0 
CM gi|86171918 PFF1580c 456,9 - 1 63 2 0.6 
CM gi|124015293 IT4var05 246,5 C1 1 63 2 1.0 
CM - PFCLINvar29 107,6 B2 1 63 2 1.8 
CM - IGHvar23 398,4 A1 1 62 2 0.7 
CM gi|323393414 DBLα 221,7 - 1 62 2 9.6 
CM gi|323394629 DBLα 225,0 - 1 62 2 11.2 
CM gi|124505931 PFA_0765c 250,6 - 1 54 3 1.3 
CM - PFCLINvar59 281,6 - 1 53 3 1.1 
CM - IGHvar26 378,8 A1 1 49 2 0.5 
CM - RAJ116var37 335,0 B3 1 45 2 0.5 
CM - HB3var19 247,8 B1 1 43 2 1.0 
CM gi|124805987 PFL0935c 255,5 B1 1 43 2 1.5 
CM - DD2var22 333,1 A3 1 41 3 0.9 
CM - DD2var41 306,4 C1 1 39 2 0.6 
CM - IT4var63 243,6 B1 1 35 2 0.8 
CM - PFCLINvar64 253,1 C1 1 35 2 0.6 
CM - HB3var25 329,7 C1 1 33 2 0.5 
CM - IGHvar07 344,0 B6 1 32 2 0.8 
CM - PFCLINvar45 268,9 - 1 31 2 0.7 
CM - PREICHvar96 221,1 - 1 27 2 0.7 
CM and UM - DD2var32 406,8 A1 4 vs 3 212 5 1.5 
CM and UM - DD2var16 239,2 - 3 vs 2 125 3 1.6 
CM and UM - IGHvar38 254,2 B1 2 vs 5 85 2 0.7 
CM and UM gi|914919 MC_var1 335,9 C 2 vs 2 112 3 1.2 
CM and UM - HB3var50 334,5 B3 2 vs 2 105 3 1.3 
CM and UM - HB3var13 242,1 B1 2 vs 1 89 3 1.1 
CM and UM gi|34525758 IT4var2 390,2 A3 2 vs 1 82 3 0.8 
CM and UM - RAJ116var09 305,4 B1 2 vs 1 53 2 1.0 
CM and UM gi|323394710 DBLα 218,8 - 1 vs 3 71 2 9.6 
CM and UM - HB3var48 290,8 B1 1 vs 3 67 2 0.8 
UM and PAM gi|124504675 PFC0005w 250,5 B1 1 vs 1 124 4 2.4 
CM and UM gi|124512758 PF08_0140 340,6 B2 1 vs 1 119 3 1.2 
CM and UM - DD2var31 249,0 B1 1 vs 1 110 3 1.2 
CM and UM - IGHvar34 320,3 C1 1 vs 1 79 3 1.1 
CM and UM gi|323394085 DBLα 208,0 - 1 vs 1 70 2 10.0 
CM and UM gi|19879270 AYO28643 301,3 - 1 vs 1 44 2 0.6 
PAM gi|154359888 VAR2CSA 296,8 E 3 303 6 1.7 
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PAM gi|124805350 PFL0030c 355,2 E 3 177 5 0.5 
PAM - HB3var2csaA 336,5 E 2 138 4 1.4 
PAM - PFCLINvar72 383,7 E 2 126 3 0,8 
PAM - HB3var33 251,4 C1 1 35 2 0.7 
PAM gi|124505543 PFD0995c 247,6 C1 1 31 2 0.7 
PAM - PFCLINvar24 201,5 B1 1 29 2 0.7 
PAM - IT4var46 371,7 B1 1 28 2 0.7 
UM gi|323394430 DBLα 217,7 - 4 46 2 13.7 
UM - IGHvar21 367,5 B7 2 87 3 1.1 
UM gi|323393477 DBLα 239,8 - 2 53 2 10.8 
UM gi|124015253 IT4var24 234,5 B1 1 115 3 1.8 
UM - PFCLINvar22 143,2 B2 1 53 2 1.4 
UM - PREICHvar92 181,5 B4 1 51 2 1.2 
UM gi|124511798 MAL7P1.50 257,0 B1 1 51 2 0.8 
UM gi|29293851 var1 286,7 C 1 50 2 0.8 
UM gi|323392627 DBLα 215,1 - 1 50 2 13.7 
UM - PREICHvar85 201,8 B4 1 49 2 1.0 
UM - HB3var06 399,1 A3 1 49 2 0.6 
UM gi|124015295 IT4var60 315,3 - 1 47 2 0.9 
UM - IT4var26 253,5 B1 1 44 2 1.4 
UM gi|124511804 MAL7P1.55 256,5 B7 1 43 2 0.9 
UM gi|124505159 PFD0020c 398,2 A1 1 43 2 0.4 
UM - HB3var35 248,1 - 1 39 2 0.7 
UM gi|124015303 IT4var06 353,0 B1 1 39 2 0.6 
UM gi|323393343 DBLα 211,0 - 1 37 2 12.0 
UM - PFCLINvar26 259,2 C1 1 36 2 0.7 
UM - IGHvar24 323,7 A3 1 35 2 0.9 
UM gi|90193199 DBLα1 34,5 - 1 33 2 6.3 
UM - DD2var43 365,5 A3 1 31 2 0.7 
UM - RAJ116var39 273,6 B6 1 29 2 0.7 
UM gi|197252495 var3 202,6 B 1 29 2 12.9 
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IV. 2. 3 Résultats principaux 
 
Nos travaux ont permis de caractériser l’expression des gènes var selon la forme clinique de paludisme par une 
double approche portant sur l’étude des transcrits par RT-qPCR associée à une étude de l’expression des PfEMP-1 
identifiés en spectrométrie de masse.  Ces travaux confortent le dogme largement admis par la communauté 
scientifique que, selon la nature des gènes var transcrits et la protéine exportée à la surface de l’érythrocyte parasité, 
se déclinera préférentiellement une forme clinique de paludisme. De par leur grande variabilité, il reste difficile 
d’associer un gène var unique à une symptomatologie du paludisme. L’étude des sous-groupes Ups a permis de 
montrer, qu’au sein d’échantillons issus de la même forme clinique, les gènes var exprimés sont de même nature. A 
l’exception, des groupes Ups B et C qui apparaissent les plus polyvalents et exprimés indépendamment de la forme 
clinique. 
Le paludisme associé à la grossesse reste la forme clinique la plus singulière en terme d’expression des transcrits var 
avec l’expression du gène var2csa et de sa protéine très préférentiellement exprimée. L’originalité de cet axe porte 
sur les infections du début de la grossesse, où l’on retrouve le gène var2csa également surexprimé lors des 
infections à P. falciparum du premier trimestre de grossesse. Les études en cytométrie en flux des hématies 
parasitées en utilisant des immunoglobulines G purifiées de plasmas issus de multigestes résidant en zone de 
transmission palustre, et donc ayant eu plusieurs épisodes palustres au cours de leurs grossesses précédentes,  
montrent l’expression de l’antigène VAR2CSA à la surface des érythrocytes parasités. Ces parasites isolés de 
prélèvements de début de grossesse montrent également un phénotype d’adhésion au récepteur chondroitine sulfate 
A (CSA), récepteur majeur du paludisme associé à la grossesse.  
Dans le cadre du paludisme cérébral, nous avons montré la surexpression des gènes var du groupe Ups A, 
confirmant des travaux antérieurs [118,215]. Les résultats en spectrométrie de masse montrent également un nombre 
important d’identifications de variants PfEMP-1 au sein de cette population. Nous avons souhaité affiner nos 
résultats par l’étude des domaines cassettes constitués de deux à trois domaines DBL et/ou CIDR conservés dans 
leur architecture. Les transcrits des domaines cassettes DC8 et DC13 sont surexprimés dans les échantillons issus 
d’accès cérébraux en comparaison de ceux issus d'accès simples. L’analyse par un BlastP local des peptides associés 
aux PfEMP-1 identifiés en spectrométrie de masse montre également davantage de peptides associés à la cassette 
DC8 au sein de la population de parasites isolés d’accès cérébral que de celle d'accès simple. L’analyse des peptides 
identifiés dans les échantillons issus de sang placentaire parasité par Blastp montre que ces peptides sont 
préférentiellement associés au domaine cassette DC2 du groupe UpsE, dont VAR2CSA est le seul élément, validant 
ainsi notre approche.  
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V. Discussion générale 
 
Le paludisme à Plasmodium falciparum, parasite dont la virulence est la plus élevée dans le genre Plasmodium, 
reste une des infections parasitaires les plus répandues dans les régions inter-tropicales. Malgré les efforts 
importants de la communauté scientifique pour mieux appréhender le mécanisme de virulence du parasite, celui-ci 
reste insuffisamment compris actuellement. La complexité de la virulence imputée à l’espèce P. falciparum 
s’explique par l’implication de plusieurs facteurs indissociables les uns des autres, d’origines humaine et parasitaire, 
mélangeant ainsi le statut antigénique du parasite à l’immunité acquise plus ou moins développée de l’individu dans 
un contexte socio-économique variable.  
En effet, l’individu vivant en région de transmission palustre acquière au fil des années un répertoire immunitaire 
complet le protégeant (plus ou moins complètement) des infections à P. falciparum. Les formes asymptomatiques 
sont ainsi plus fréquemment observées chez l’adolescent et l’adulte que chez le jeune enfant, qui présente plus 
volontiers des accès cliniques, voire sévères. La réponse immunitaire, en particulier la réponse anticorps dirigée 
contre PfEMP-1, doit être progressivement acquise contre l’ensemble du répertoire des souches en circulation dans 
la zone de résidence, en accord avec l’hypothèse que l’acquisition d’une immunité protectrice est progressive et 
associée au vécu de l’individu [31].  Une des forces du parasite est sa capacité à s’adapter à la réponse 
immunologique de l’individu en modifiant au cours de l’infection l’expression de ses PfEMP-1 à la surface de 
l’érythrocyte parasité [216], selon un processus de variation antigénique. Selon l’intensité de la transmission, forte 
ou modérée, cette richesse immunologique de l’individu se développera plus ou moins rapidement dès les premières 
années de vie, ou plus lentement tout au long de la vie.  
Dans un contexte de grossesse, la recrudescence des infections à P. falciparum observée s’explique par  un «  trou » 
dans le répertoire immunologique des femmes, en relation avec un défaut d’expression d’anticorps dirigés contre un 
nouveau variant de PfEMP-1 exprimé par le parasite. Ce nouveau variant, VAR2CSA, ne peut être connu 
antérieurement à la grossesse car en l’absence de placenta, le parasite n’a pas de lieu où cytoadhèrer, et ne peut donc 
survivre dans un environnement ne lui permettant pas de cytoadhèrer.  Ce trou est contrôlé au fur et à mesure des 
grossesses, expliquant le concept d’immunité sexe et parité dépendante de la femme [138] . 
L’autre aspect majeur de la virulence de P. falciparum est sa capacité à développer une chimiorésistance importante 
et stable vis-à-vis des traitements antipaludiques. Cette chimiorésistance est favorisée par un contexte socio-
économique où l’accès au traitement reste encore à ce jour non équitable et associé à une mauvaise observance, 
favorisant le développement des résistances aux antipaludiques. La figure 21 résume les différents facteurs qui 
conditionnent l’évolution clinique de la maladie associant les facteurs de l’hôte aux facteurs de virulence du parasite 
dans un environnement géographique et social fluctuant. Il est bien évident qu’à côté des facteurs parasitaires, les 
facteurs humains et environnementaux ont ici une place majeure, mais leur analyse dépasse le cadre de ce travail, 
focalisé sur le parasite. 
Le phénomène de séquestration au sein des organes profonds de l’individu se décline en différents lieux de 
cytoadhérence des érythrocytes parasités à des récepteurs endothéliaux. Ainsi l’affinité que le ligand parasitaire 
exprime pour un type de récepteur pourra déterminer l'expression d'une forme clinique de paludisme plus ou moins 
sévère, dépendant également de l’immunité acquise par l’individu à ce moment de l’infection.   
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Figure 21 : Evolution clinique d’une infection palustre [217] 
 
Dans ce contexte, l’objectif de mes travaux de thèse a été de comparer les parasites à l’origine d’un accès pernicieux 
(CM) (c’est à dire, supposés présenter une capacité à séquestrer dans les micro-vaisseaux cérébraux) à ceux 
responsables d’un paludisme placentaire (PAM) (présentant une affinité pour le récepteur CSA placentaire) et enfin 
à ceux responsables d’un paludisme non compliqué (UM) (c’est à dire, supposés ne pas présenter de profil de 
cytoadhérence particulier).  
Nous avons fait le choix d’aborder cette comparaison par une approche de protéomique par LTQ-Orbitrap. Nous 
nous sommes focalisés sur les variations entre les parasites responsables de ces trois formes cliniques au niveau du 
protéome membranaire, en raison de son implication dans la structure des protubérances permettant l’adressage des 
antigènes variant de surface directement associés au mécanisme de cytoadhérence des érythrocytes parasités.  
L’une des forces de ces travaux est l’obtention d’isolats de terrain clairement caractérisés pour une des trois formes 
clinique de paludisme.  Ceci en constitue également une faiblesse puisqu’il était impossible, en raison du volume 
sanguin limité qu’il était éthiquement possible de prélever, d’isoler les « fantômes » membranaires. Cette sélection 
des protéines membranaires a donc été réalisée a posteriori, en y associant les protéines hypothétiques dont la 
localisation est inconnue, donc potentiellement membranaire. Nous avons identifié un nombre important de 
protéines membranaires, représentant 10 à 15% de l’ensemble des protéines identifiées, avec des scores acceptables 
et incluant les antigènes variant de surface. Ce rapport est tout à fait satisfaisant dans la mesure où le protéome 
exporté est estimé à 8% du génome de P. falciparum [58].  
L’autre limite de notre étude différentielle est le manque de puissance en terme d’échantillons (10 échantillons par 
groupe clinique).  La taille de cet effectif est disproportionnée par rapport au nombre d’identifiants (de protéines) 
obtenus en spectrométrie de masse (52.084 protéines pour 9 CM, 64.357 protéines pour 10 PAM et 25.564 protéines 
pour 10 UM).  Ce déséquilibre entre le nombre de ces différentes variables ne nous a pas permis de réaliser une 
comparaison à trois classes CM vs. PAM vs. UM. Nous avons, au contraire, fait le choix de comparer chacune des 
deux formes graves de paludisme à la forme simple (CM vs.UM et PAM vs. UM), qui a donc été considérée comme 
un témoin. La comparaison PAM vs. CM nous a semblé peu appropriée dans la mesure où ces deux formes sont 
d’un point de vue immunologique et phénotypique très éloignées. En effet, dans cette région hyperendémique pour 
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le paludisme, on peut considérer les femmes enceintes comme la population présentant un répertoire immunologique 
le plus vaste dirigé contre les différents variants PfEMP-1 exprimés en conditions naturelles dans cette région 
d'étude. De plus, le phénotype d’adhérence au récepteur CSA est propre au paludisme associé à la grossesse et en 
fait sa caractéristique. Dans le cadre du paludisme cérébral, à l'opposé, les jeunes enfants n'ont acquis qu'un 
répertoire immunitaire limité, et le récepteur endothélial préférentiel pour l’adhérence des érythrocytes parasité n’est 
pas encore clairement identifié, de même que le ou les PfEMP-1 exprimés par les parasites responsables. La MOI 
(multiplicity of infection) de nos échantillons issus d’un accès cérébral était relativement importante avec une 
moyenne de 3 reflétant probablement un mélange de parasites ayant la capacité de séquestrer dans les micro-
vaisseaux cérébraux et de parasites présentant d’autres phénotypes d’adhérence. La population parasitaire provenant 
des formes simples de paludisme est l’intermédiaire des deux autres formes PAM et CM, avec une immunité de 
l’individu plus ou moins bien développée et un phénotype d’adhérence des parasites non spécifique dont dérivent, 
par pression de sélection induite notamment par l’immunité de l’hôte, les deux autres populations. De ce fait, la 
forme simple de paludisme nous apparaît pour être le meilleur contrôle négatif. 
En amont de nos analyses, il était important de consolider différents points comme le stade parasitaire équivalent 
entre les différentes populations et la variabilité individuelle de l’échantillon. En effet, la provenance des 
échantillons différait entre les accès simples ou cérébraux de paludisme qui sont issus de prélèvements sanguins 
périphériques nécessitant la maturation in vitro des parasites et les échantillons issus du sang placentaire constitués 
des formes parasitaires matures. L’analyse en composantes principales sur les protéines impliquées dans la structure 
des protubérances, témoin du stade mature des parasites, n’a pas montré de cluster pour ces trois groupes CM, PAM 
et UM, témoignant d'une bonne homogénéité dans le stade parasitaire entre les trois formes cliniques. Nous avons 
éliminé, pour les analyses suivantes, les échantillons pour lesquels l’analyse en composantes principales mettait en 
évidence des protéines cytoplasmiques dont les fonctions ne sont pas considérées modulables en fonction de la 
forme clinique de paludisme. Enfin, nous avons identifié davantage de protéines érythrocytaires à partir des 
échantillons placentaires, conséquence probable de la nature du prélèvement dont les volumes étaient plus 
importants. Néanmoins, le nombre de protéines parasitaires identifié reste similaire entre les trois populations.   
 
A la suite à ces pré-analyses, nous avons isolé les protéines d’intérêt et réalisé une étude différentielle entre les PAM 
vs. UM et les CM vs. UM. L’étude différentielle des PAM vs. UM a permis de mettre en évidence, par filter-based 
feature selection, un sous-ensemble de 53 protéines sur les 454 protéines sélectionnées. La protéine VAR2CSA a 
spécifiquement été associée au groupe PAM, validant ainsi notre approche d’analyse basée sur l’index emPAI. 
D’autres protéines étaient également associées au PAM dont PfI1785w et Pf14_0018 de la famille des PHISTs. Les 
études de transcriptomique avaient antérieurement montré que le gène codant pour la protéine PfI1785w était 
surexprimé chez les isolats issus d’un paludisme associé à la grossesse, toutefois cette protéine ne semble pas 
présenter d’affinité pour le récepteur placentaire connu [168,169].  Cette protéine était également retrouvée de 
manière plus abondante dans les isolats issus de sang placentaire en Tanzanie dans l’étude de Fried et al. [171]. 
Dans notre analyse en composantes principales, la protéine PfI1785w apparaît la plus corrélée (r2 = 0.73) avec l’axe 
1, axe qui distingue nettement les deux formes cliniques. L’autre protéine majeure identifiée dans ce cluster est la 
PFB0115w dont la localisation et la fonction sont inconnues. Il est toutefois suggéré qu’elle serait impliquée dans le 
trafic protéique membranaire avec les protéines érythrocytaires. Son transcrit a également été décrit comme 
surexprimé chez des isolats placentaires [218]. 
Enfin, parmi les 53 protéines identifiées comme protéines les plus prédictives d’une des deux formes cliniques, il est 
surprenant de noter que 5 variants de la famille des RIFINs du groupe A ont été associés à la forme simple de 
paludisme et qu’aucun variant de RIFIN n’a été retrouvé prédicteur des isolats placentaires.  
Ces résultats ouvrent de nouvelles perspectives en termes de protéines potentiellement d’intérêt dans le cadre du 
paludisme associé à la grossesse. La Pf1785w semble être l’une des plus prometteuses avec une prédiction de 
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domaine transmembranaire, une possible interaction avec la protéine VAR2CSA et un transcrit décrit pour être 
surexprimé chez les isolats placentaires, propriétés non décrites pour les quatre autres protéines putatives associées 
aux isolats PAM.  
 
L’autre partie de l’étude du protéome membranaire de P. falciparum porte sur la comparaison CM vs. UM. Cette 
comparaison montre un sous ensemble moins important de 29 protéines sur les 498 protéines sélectionnées dont 14 
protéines étaient sur-exprimées dans le groupe accès grave. La majorité de ce cluster est constitué de protéines de 
fonction inconnue, dont deux (124505185 - PFD0090c et 124800673 – PFB0080c) appartiennent à la famille des 
PHIST et une autre protéine est également décrite comme exportée (124512140 – MAL7P1.171). Ces trois protéines 
n’ont pas été décrites dans la littérature pour être associées aux accès graves de paludisme et leur caractérisation n’a 
pas été établie. Toutefois, le gène codant pour la protéine PFD0090c a été associé préférentiellement à un phénotype 
de résistance à la méfloquine [219]. Les sept autres protéines assignées comme conservées et de fonction inconnue 
ne sont pas décrites dans la littérature.  
La protéine PfEMP-2 ou MESA fait également partie du cluster associé au CM. Cette protéine avait également été 
montrée comme surexprimée chez des isolats CM en comparaison à des isolats PAM à partir de données issues de 
transcriptomique et de protéomique [218]. PfEMP-2 a été jusqu’à présent décrite pour être associée à la structure 
des knobs, interagissant avec les protéines membranaires parasitaires et érythrocytaires, comme la spectrine ou 
KHARP.  PfEMP-2 présente un motif PEXEL suggérant qu’elle est elle-même exportée à la membrane [220] mais 
sa localisation exacte est davantage sub-membranaire et elle n’aurait pas de rôle antigénique. Elle serait impliquée 
dans le trafic protéique et l'exportation des antigènes variant de surface [92]. De par son implication dans l’export 
des antigènes variant de surface, PFEMP-2 pourrait donc éventuellement orienter ou modifier le phénotype 
d’adhésion des érythrocytes parasites. 
Nous avons également identifié 254832737 – Antigen 332, DBL-like et 13508497 – Erythrocyte membrane-
associated giant protein antigen 332.  L’alignement de ces deux protéines montre une homologie de séquence à 
100 %, à quelques acides-aminés près, suggérant qu’il s’agit de deux variants d'une même protéine. Les travaux de 
Nilsson et al. proposent un modèle où l’antigène 332 est associé à la membrane des Maurer’s Clefts en interagissant 
avec le réseau d'actine. Ce modèle suggère que cette protéine aurait également un rôle dans le trafic protéique et 
dans la présentation des antigènes variant de surface [221]. Néanmoins, cet antigène 332 présente un domaine DBL 
dont la structure est similaire aux domaines DBL des PfEMP-1 [222,223]. Contrairement à PfEMP-2, les études 
immunologiques montrent une reconnaissance de ce domaine Pf332-DBL par les sérums d’individus semi-immuns 
vivant en région à forte transmission de P. falciparum, suggérant que ce domaine est exposé à l’extérieur de 
l’érythrocyte [222]. 
Nos analyses étant basées sur la fréquence d’identification des protéines dans les échantillons, le nombre important 
de variants de PfEMP-1 identifiés par échantillon n’a pas favorisé leur regroupement dans une entité clinique. En 
effet, chaque échantillon présentait un ou plusieurs variants, nous n’avons pas identifié un variant de PfEMP-1 qui 
se distinguait entre les deux formes cliniques. Il aurait été nécessaire d’annoter l’ensemble des variants PfEMP-1 
sous le même nom d’identifiant, supposant également de choisir le variant qui semblait être le plus abondant dans 
l’ensemble des deux groupes cliniques. Cette approche n’aurait surement pas reflété les conditions naturelles et 
aurait probablement engendré des biais importants. De plus, cette démarche aurait du en toute logique s’appliquer à 
l’ensemble des protéines présentant plusieurs variants, comme les RIFINs et les STEVORs.  
Enfin, en raison du volume limité des échantillons disponibles, nous n’avons pas réalisé de réplicats sur des 
échantillons indépendants afin de consolider nos observations. Il reste donc essentiel de confirmer l’abondance de 
ces protéines par des approches de biochimie fondamentale de type western-blot. Dans un premier temps, il est 
envisagé de réaliser une étude de quantification absolue sur les protéines ciblées, par spectrométrie de masse en 
utilisant une approche de peptides protéolytiques. Dans un second temps, si notre double validation sur échantillons 
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indépendants et en quantification absolue par spectrométrie de masse est acquise, il sera alors utile de caractériser 
ces protéines en termes de localisation et d’antigénicité. Cette caractérisation suppose l’acquisition de ces protéines 
sous une formation recombinante afin de procéder à une vaccination chez la souris et/ ou le lapin. L’acquisition des 
anticoprs dirigès contre ces protéines permettra de définir la localisation de ces protéines sur des isolats de terrain 
par cytométrie en flux. De même, l’obtention de ces protéines recombinantes permettra de préciser leur rôle dans la 
cytoadhèrence aux récepteurs décrits pour être associés à l’une des formes graves de paludisme. Des études de 
compétition entre les protéines recombinantes et des isolats fraîchement collectés seront importantes à réaliser afin 
de valider leur affinité pour récepteur. La seconde étape sera alors de d’évaluer le pouvoir d’inhibtion des anticorps 
de ces protéines sur l’adhérence des érythrocytes parasités. La littérature décrit des réseaux d’association entre ces 
protéines;  à partir des protéines recombinantes il serait intéressant d’envisager des études d’interactions protéine-
protéines et d’invalidation de ces gènes afin d’évaluer l’importance des protéines les unes par rapport aux autres et 
leur implication dans l’adressage des antigènes variant de surface (VSA).  En effet, les prédictions des domaines 
transmembraniaires montrent que certaines protéines ne présentent pas de tels domaines, laissant supposer une 
localisation dans le cytoplasme de l’érythrocyte. Ces observations suggèrent que certaines des protéines que nous 
avons identifiées comme prédictives d’une forme grave de paludisme seraient davantage impliquées au niveau du 
trafic protéique et/ou de l’adressage des VSAs. Leur rôle pourrait être de modifier ou de moduler l’expression des 
antigènes variant de surface en fonction de l’environnement de l’hôte.  
Enfin, nos travaux mettent en évidence un nombre conséquent de protéines putatives possiblement prédictives d’une 
forme grave de paludisme. Il serait intéressant de mettre en place une étude de « screening » des gènes PHIST a, b et 
c à partir de souches de laboratoire préalablement sélectionnées en fonction d'un phénotype d’adhérence. Cette étude 
demande en amont un important travail d’alignement de séquences afin d’identifier des régions conservées au sein 
des ces trois familles, permettant de générer des amorces spécifiques de l’une de ces trois classes. Ces jeux 
d’amorces pourraient être utilisés, dans un second temps, sur des isolats de terrain caractérisés selon la forme 
clinique de paludisme. Ces études de RT-qPCR pourraient mettre en évidence des gènes surexprimés et associés à 
une forme clinique de paludisme pour lesquels il serait intéressant de conforter les données de RT-qPCR par les 
données de protéomique existantes.  
Le deuxième volet de ma thèse porte sur la caractérisation des transcrits des gènes var associés aux protéines 
PfEMP-1 identifiées par spectrométrie de masse selon la symptomatologie du paludisme. De par son rôle central 
dans le mécanisme de séquestration des érythrocytes parasités dans les organes profonds, il était important d’étudier 
en particulier cette famille de gènes au sein de mes échantillons dans le cadre des facteurs de virulence de 
P. falciparum selon les différentes formes cliniques.  
Nous avons observé une surexpression des transcrits du gène var2csa au sein des isolats placentaires, observation 
classiquement décrite par la communauté scientifique. Toutefois, nous avons également montré que ces transcrits 
étaient présents et surexprimés dans les infections survenant très tôt au cours de la grossesse. Cette observation est la 
première décrite dans ce contexte.  
L’unité structurale et fonctionnelle du placenta humain est la villosité choriale qui est soit ancrée dans l’utérus 
maternel, soit flottante dans la chambre intervilleuse. Pendant le premier trimestre de la grossesse, les artères 
spiralées utérines sont profondément remaniées par une invasion trophoblastique majeure et spécifique à l’espèce 
humaine [80,81]. Ces artères sont alors obstruées par des bouchons trophoblastiques. De fait, la chambre 
intervilleuse ne contient pas de sang maternel mais un infiltrat sans éléments figurés sanguins maternels [8,10]. Ces 
bouchons trophoblastiques disparaissent peu à peu et ce n’est qu’après 12 semaines que s’établit une véritable 
circulation placentaire maternelle. Le syncytiotrophoblaste est la couche trophoblastique qui borde les villosités 
flottantes dans la chambre intervilleuse. Il constitue la première couche placentaire séparant la circulation maternelle 
de la circulation fœtale [224]. Il est donc surprenant de noter la présence de ce transcrit à ce stade de la grossesse, 
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puisque la caractéristique majeure de la protéine VAR2CSA est de présenter une forte affinité pour le récepteur 
Chondroïtin Sulfate A exprimé par le syncytiotrophoblaste.  
A partir de ces observations, deux hypothèses peuvent être émises : 
 L’immunité acquise au cours de l’ensemble de son vécu permet à la femme de contrôler les infections 
exprimant les autres variants de PfEMP-1. Très tôt dans la grossesse, la femme voit son immunité modulée 
afin de favoriser l’implantation des villosités choriales et le développement du fœtus. Cette modulation 
immunologique favorise le développement de certaines infections, notamment les infections à 
P. falciparum. Cet état permet une sélection positive de sous-populations parasitaires exprimant un variant 
VAR2CSA encore non vu (ou peu vu) dans le répertoire immunologique de la femme. Il est probable que 
la réponse mémoire contre ce type de variant VAR2CSA soit inexistante ou moins développée par rapport 
à d’autres variants auxquels la femme a largement été exposée au cours de sa vie. La modulation de 
l’immunité favoriserait ainsi l’expression de variants peu répandus hors du contexte de la grossesse.  
 Le transcrit var2csa est identifié comme surexprimé dans les infections de début de grossesse à partir de 
prélèvements de sang circulant. Ces parasites dont le transcrit principal est VAR2CSA montrent également 
une affinité pour le récepteur CSA. Toutefois, on peut s’interroger sur le lieu de séquestration de ces 
parasites à ce stade de la grossesse, puisque la circulation du sang maternel n’est pas encore établie dans les 
villosités placentaires, puisque la couche syncytiale, lieu de séquestration principale des érythrocytes 
parasité, n’est pas encore formée. Ces observations suggèrent un possible lieu de séquestration des 
érythrocytes parasités dans la partie basale maternelle. Il serait intéressant de réaliser des études anatomo-
pathologiques à partir de prélèvements placentaires de début de grossesse afin de valider la présence 
d’érythrocytes parasités à ce stade. Néanmoins, l’obtention de ce type de prélèvements issus d’une 
interruption volontaire de grossesse dans un contexte africain est des plus difficiles. Par ailleurs, il reste 
plausible que le récepteur CSA n'est pas exclusivement exprimé par le syncytiotrophoblaste. Pour répondre 
à ces deux hypothèses, il serait intéressant de connaître la cinétique d’expression de ce récepteur au fur et à 
mesure du développement placentaire en associant des études in vitro sur cellules trophoblastiques 
invasives du 1er trimestre de grossesse, permettant ainsi une meilleure compréhension des infections du 
début de grossesse et de leur impact sur le déroulement de cette grossesse.  
Dans le cadre du paludisme cérébral (CM), il nous a été plus difficile d’identifier un variant de PfEMP-1 spécifique. 
Nous avons montré, comme d’autres études auparavant, que les variants des groupes Ups A et B/A sont 
préférentiellement exprimés chez les jeunes enfants présentant un accès cérébral. Les récents travaux sur les 
domaines cassettes et la collaboration avec le Dr. Thomas Lavstsen m’ont permis d’approfondir cet aspect de mon 
étude [158]. Nous avons ainsi montré que les cassettes DC8 et DC13 étaient plus souvent transcrites dans les 
échantillons CM que lors des accès simples de paludisme (UM) dans la région de Cotonou au Bénin. Ces 
observations confortent la précédente étude réalisée en Tanzanie qui a décrit pour la première fois la surexpression 
significative des cassettes DC8 et DC13 chez des enfants souffrant de paludisme cérébral en comparaison à des 
enfants présentant des infections simples ou asymptomatiques de paludisme.  La confirmation de cette surexpression 
en Afrique de l'Ouest démontre l’intérêt de ces cassettes dans le cadre d’un CM, indépendamment du site 
géographique en Afrique.  
En parallèle de ces données sur les transcrits des gènes var, nous disposions des données de spectrométrie de masse 
obtenues sur les mêmes échantillons. Nous avons montré que les PfEMP-1 identifiées chez les CM étaient en 
nombre très important par rapport aux deux autres populations étudiées (72 PfEMP-1 chez les CM ; 8 chez les PAM 
et 24 chez les UM) et significativement associées au groupe Ups A. Le nombre important de PfEMP-1 identifiées 
par LC-MS/MS évoque deux phénomènes.  
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 D’une part, une infection encore non maitrisée par l’individu favorisant l’expression de plusieurs clones 
parasitaires simultanément. Rappelons que nous disposions uniquement des formes jeunes des parasites 
issus du sang périphérique, reflétant sans doute davantage la polyclonalité de l’infection. C’est lors de la 
séquestration des érythrocytes parasités que la sélection de clones parasitaires présentant un phénotype 
d’adhésion lié à l’expression du variant PfEMP-1 va s’établir.  
 D’autre part, notre base de données n'est probablement pas exhaustive et peut ne pas contenir l’ensemble 
des séquences de variants PfEMP1 en circulation dans la zone d’étude, ne nous permettant pas d’identifier 
tous les variants PfEMP-1 exprimés en conditions naturelles. Nous avons donc approfondi notre recherche 
en vérifiant la localisation des peptides sur les séquences des PfEMP-1 de la base. Notre Blastp montre que 
les peptides identifiés dans les échantillons CM sont préférentiellement associés à la cassette DC8. Ces 
données suggèrent que la cassette DC8 est non seulement surexprimée au cours de l’accès cérébral mais 
également davantage exportée à la surface de la membrane de l’érythrocyte parasité. Les travaux d’Avril et 
al. montrent que cette cassette DC8 est reconnue par les sérums d’enfants ayant présenté un accès 
pernicieux, la cassette DC8 semble inhiber de moitié l’adhérence des érythrocytes parasités sur les cellules 
endothéliales de micro-vaisseaux de cerveau humain (HBMECs) [163]. L’ensemble de ces données 
suggère que la cassette DC8 joue un rôle important au cours du paludisme cérébral.  
L’identification de domaines cassettes dans le cadre d’un accès pernicieux représente une alternative valide à 
l’absence d’identification d’un variant unique de PfEMP-1. Notre approche menée sur la famille des PfEMP-1, 
abordant l’étude de ses domaines et de ses transcrits var, n’avait pas encore été abordée de cette manière. Il serait 
intéressant de la compléter par une approche quantitative à partir de souches plasmodiales clonées et séléctionnées 
pour un phénotype précis d'adhérence.  Ainsi, l’expression des gènes var et les PfEMP-1 exportées à la membrane 
seraient davantage maîtrisés puisque l’on s’affranchirait du problème de polyclonalité et qu'un seul variant devrait 
être exprimé.  La relation entre le gène var surexprimé et le variant PfEMP-1 exprimé à la surface de l’érythrocyte 
parasité serait alors en relation directe. Les  différentes souches de Plasmodium (3D7, FCR3, Hb3, NF54, W2, DD2 
et IT4) seraient considérées comme une gamme reflétant le répertoire de la famille multi-génique var. Cette gamme 
permettra de standardiser les seuils minimiun d’identification des peptides et limitera l’identification de faux positifs 
au sein des isolats. 
Enfin, nos travaux et les travaux antérieurs montrent la difficulté d’identifier un variant singulier chez les enfants 
présentant un accès cérébral de paludisme. Il serait intéressant de générer l’ensemble des domaines cassettes décrits 
dans les travaux de Rask et al. [105] sous forme recombinante pour évaluer leur affinité d’adhérence sur les cellules 
endothéliales de cerveau. Leur niveau d’adhérence constituera la base pour sélectionner les domaines cassettes 
d’intérêt. Ces domaines seront alors utilisés pour réaliser une quantification absolue par spectrométrie de masse à 
partir d’isolats issus d’enfants présentant un accès grave de paludisme. L’approche serait de mélanger nos domaines 
cassettes recombinants à quantité fixe à nos préparations d’échantillons protéiques, permettant de mesurer en 
spectrométrie de masse le niveau d’expression de ces domaines dans la population étudiée. 
En résumé, ces travaux ont montré que la protéine VAR2CSA identifiée en spectrométrie de masse est spécifique et 
prédictive d’un paludisme associé à la grossesse. Ces variants de PfEMP-1 ne sont pas retrouvés dans les autres 
populations parasitaires.  Les transcrits du gène var2csa sont surexprimés dès le début de grossesse et persistent tout 
au long de cette grossesse. En parallèle de la protéine VAR2CSA, la protéine PFI1785w est la seconde protéine 
uniquement identifiée en spectrométrie de masse dans les échantillons PAM, l’associant fortement à cette forme 
clinique. Au sein des accès cérébraux, nous avons confirmé la surexpression des transcrits de la cassette DC8.  Nous 
avons parallèlement montré en spectrométrie de masse l’expression plus importante de cette cassette à la surface des 
érythrocytes parasités, avec une surabondance de peptides associés à cette cassette en comparaison aux accès 
simples de paludisme. Cette approche de domaines cassettes represente une alternative à l’absence d'identification 
d’un variant spécifique de PfEMP-1 au cours des CM. De plus, les protéines PfEMP-2 et Pf332 apparaissent comme 
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les deux protéines les plus prédictives d’un accès CM. L’implication de ces deux protéines dans le trafic et l’export 
des VSAs à la surface de l’érythrocyte parasité est majeure.  
L’ensemble de mes travaux de thèse a porté sur une approche de spectrométrie de masse réalisée à partir d’isolats de 
terrain prélevés chez des patients parfaitement caractérisés en fonction de leur symptomatologie clinique. Ceci 
constitue l’une des originalités de ce travail, permettant la corrélation directe entre les données cliniques et 
biologiques. Cette étude est l’une des rares études de protéomique existantes qui confirme les données de transcrits 
sur la famille des gènes var et propose de nouvelles cibles vaccinales dans le cadre du paludisme associé à la 
grossesse et du paludisme cérébral.   
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VII. Annexe 
 
VII. 1 Fiche de recrutement 
   
SOP Accouchement 
 
UMR216, IRD : Institut de Recherche pour le Développement 
CERPAGE     
 
Objectif de l’étude : étudier les isolats placentaires et les conséquences physiopathologiques du placenta chez 
20 femmes à l’accouchement. 
 
Méthode : un groupe de 20 femmes enceintes sera inclus au moment de l’accouchement. Les inclusions auront 
lieu dans la maternité d’HOMEL et du CNHU.  
 
Critères d’inclusion mère 
a) Accouchement à la maternité  oui  non Exclusion 
b) Accepte de participer à l’étude  oui  non Exclusion 
c) TRD positif  oui  non Exclusion  
 
Echantillons et informations à collecter à l’accouchement  
Cahier d’observation MERE Prélèvements Mère 
fiche Accouchement à Accouchement : prélèvement veineux et biopsie placentaire 
 
A chaque changement de garde: 
- l’enquêteur dit s’il a eu des accouchements pendant la nuit et s’il y a des TDR+ avec des tubes et biopsie 
(stocké dans la glacière) 
- l’enquêteur rempli les CAHIERS (résultats) 
 
- l’enquêteur : il récupère et contrôle les fiches accouchement et appel l’équipe « 3P » 
- l’enquêteur prépare le matériel : tubes, lames TDR, Pot de biopsie  
 
A chaque fin de journée : 
- l’enquêteur fait le point avec l’équipe « 3P » (Gwladys 93432991 ou Sem 97221544). 
 
Transport des prélèvements :  
- Tous les jours après les accouchements : départ des prélèvements. 
- Si accouchement TDR+ dans la nuit : transport exceptionnel le matin au laboratoire mise en glacière des 
prélèvements. 
- Remplir le cahier de transport, indiquer la liste des prélèvements et le faire signer par la personne qui 
réceptionne au laboratoire. 
 
Identification des prélèvements :  
 
Noter : le numéro d’identification, le type de prélèvements, les initiales du sujet, la date sur :   
- Les étiquettes des tubes : noter le numéro d’identification, initiales, date 
- les lames avec le crayon à papier : noter le numéro d’identification, initiales, date 
- le TDR avec le crayon à papier : noter le numéro d’identification, initiales, date 
- Le pot de la biopsie 
 
Centre de 
Santé 
Le N° 
de sujet 
Types de 
prélèvements : 
Initial Date 
HOMEl 
=HO 
001 
à 
020 
Veineux : CIRC 
Biopsie : PLA 
NF 05/06/11 
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Exemple Mère : 
Identification 1
er
 prélèvement : 3P HO 001– CIRC- 05/06/11 
Identification 2
eme
 prélèvement : 3P HO 001 – PLAC- 05/06/11 
  
N° 
identification 
Type prélèvements Initiales du 
sujet 
Date 
 3P HO 001  CIRC NF 05/0
6/11 
 
- Déroulement pratique de l’accouchement (SF ou aide) 
Sang veineux mère : 
- en salle de dilatation, juste avant l’accouchement, elle réalise un TDR par piqûre au bout du doigt,  
- Si le TDR est positif : elle réalise un prélèvement veineux de 8 ml (2 X 4ml CPDA).  
 
Placenta : 
- après l’accouchement : elle inspecte le placenta, le mesure et le pèse, et remplit la fiche accouchement. 
- elle réalise 1 biopsie équivalente ½ placenta conditionné dans un pot de prélèvements contenant un 
milieu physiologique plus un anticoagulant (héparine) en salle d’opératoire en condition STERILE. 
 
Traitement de la mère si Paludisme :  
- La SF : après la naissance, si le TDR réalisé avant l’accouchement sur la mère se révèle positif,  
- elle traite la mère selon les recommandations officielles, et remet le complément du traitement à la mère en 
lui expliquant précisément la posologie et l’importance du traitement. 
 
Faire un prélèvement de sang veineux chez la femme enceinte 
 
Chaque prélèvement de sang est fait sur 1 anticoagulant : 2 tubes CPDA (jaune): 4 ml = Parasitologie 
 
- Préparer tout le matériel pour cette étape avant de commencer. 
1) le système vacutainer = aiguille et porte aiguille, Garrot, Compresses imprégnées 
d'Ethanol  
2) tubes vacutainer CPDA,  
3) Stylo Marqueur + crayon à papier  
 
Identifier :  - les tubes avec des étiquettes : noter le numéro d’identification, initiales, date 
- la lame avec le crayon à papier : noter le numéro d’identification, initiales, date 
- le TDR: noter le numéro d’identification, initiales, date 
 
- Mettre la mère dans une position confortable  
- Attacher le garrot au bras et désinfecter le secteur avec 1 compresse d'éthanol  
- Piquer la veine en utilisant le système vacutainer. 
- Mélanger le sang dans les tubes en retournant lentement les tubes 5 fois.  
- Libérer le garrot ; détachez le système vacutainer  
 
- Prélèvement au bout du doigt pour faire le TDR  
Attention = le TDR est fait à toutes les femmes à l’accouchement 
 
1. Ranger  
1) les tubes bien identifiés sur un portoir dans une glacière à 4°C  
2) le TDR bien identifié dans la boîte TDR 
3) noter ce qui a été fait sur la fiche Inclusion. 
4) Noter le résultat du TDR 
5) Noter si vous avez donné un traitement 
Informer (SMS) le technicien de laboratoire quand l'échantillon est positif en TDR ainsi il peut se préparer à la 
mise en culture. 
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Biopsie placentaire  
 
Examen du placenta et résultat sur la feuille accouchement;  
 
o le poids du placenta en grammes est noté (la membrane et le cordon sont laissés dessus). Si le clamp de 
cordon est toujours sur le placenta, soulevez-le en pesant le placenta. Rappelez-vous de soustraire le 
poids du plateau (approximativement XXX gr).  
o Notez le plus grand diamètre du placenta en centimètre en utilisant un mètre ruban 
 
Pour tous les placentas : 1 biopsie  
L'évaluation pathologique est la seule manière d'identifier l'infection palustre passée du placenta.  
 
o Tourner le placenta avec la face maternelle vers le haut;  
o 1 biopsie : Couper un morceau de tissu placentaire équivalent à ½ placentas Bien découpés en profondeur 
comme une « portion de gâteau » 
o La biopsie est mise dans un pot stérile et conserver AU FROID (glacière à disposition). 
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Questionnaire d’ACCOUCHEMENT 
 
 UMR216, IRD : Institut de Recherche pour le Développement 
CERPAGE     
  
a. Maternité de   HOMEL  CNHU 
  
2. Date : _________________  Heure : _________________ 
 
a. Nom  Sage Femme/ Assistante : ___________________________ 
 
 
3. IDENTIFICATION   Numéro code du sujet : 3P_____________ 
  
a. Prénoms et nom de la patiente : ………………………………………… 
b. Quartier et ville: _________________ Age : !____! ans 
c. Gestité : ! ____! Enfants nés vivants :!_____! Mort-nés : !_____! 
Avortements : !_____! 
 
4. DEROULEMENT DE LA GROSSESSE 
 
a. Avez-vous suivi des consultations prénatales (CPN) ?      Oui            Non  
b. Si Oui, combien   !____ ! 
c. Avez-vous eu un accès palustre durant votre grossesse ?   Oui            Non  
d. A quel moment de votre grossesse l’avez vous eu ?   !____ ! mois 
e. Quel traitement avez vous suivi ?__ ______________________________ 
f. _ Avez-vous suivi un TPI durant votre grossesse?      Oui            Non  
 
i. 1° dose de SP  Oui            Non  
ii. 2° dose de SP  Oui            Non  
 
5. Si TDR positif : 
 
a. Prélèvement veineux (2 tube CPDA de 4 ml)  fait  non fait 
b. Biopsie Placentaire      fait  non fait 
 
c. si non fait pourquoi :      refus  échec   oubli  
d. Traitement      fait  non fait 
i. Dose :  
ii. Perçu le bon « prise en charge »    oui  non 
 
6. INFORMATION CLINIQUE 
 
a.  Poids du placenta :   ______, __ gr 
b. Taille du placenta :    ______, __ cm 
 
 
7. NOUVEAU-NE 
 
a. 1
er
 nouveau-né 
i. Sexe enfant    M  F 
ii. Poids enfant   ________ g 
 
b. 2
ème
 nouveau-né (si jumeaux) 
i. Sexe enfant    M  F 
ii. Poids enfant   ________ g 
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SOP accès pernicieux 
 
UMR216, IRD : Institut de Recherche pour le Développement 
CERPAGE 
 
Objectif de l’étude : étudier et caractériser  les isolats d’accès pernicieux en comparaison aux isolats 
placentaires sur une cohorte de 20 individus. 
 
Méthode : une cohorte de 20 individus sera réalisée lors d’une hospitalisation du jeune enfant pour toute fièvre. 
Les inclusions des individus auront lieu dans le service de pédiatre du CNHU ou d’Homel. 
 
Critères d’inclusion 
Accepte de participer à l’étude  oui  non Exclusion 
 
Echantillons et informations à collecter à la consultation  
 
Cahier d’observation Enfant Prélèvements Enfant 
fiche d’enfant Patient : prélèvement veineux  
 
 
 
A chaque changement de garde: 
- l’enquêteur dit s’il a eu des entrants pendant la nuit et s’il y a des TDR+ avec des tubes et (stocké dans la 
glacière) 
- l’enquêteur rempli les CAHIERS (résultats) 
- l’enquêteur : il récupère et contrôle les fiches enfants et appel l’équipe « 3P » 
- l’enquêteur prépare le matériel : tubes, lames TDR +  
 
Transport des prélèvements  
- Tous les jours après les hospitalisations : départ des prélèvements. 
- Si entrant TDR+ dans la nuit : transport exceptionnel le matin au laboratoire mise en glacière des 
prélèvements. 
- Remplir le cahier de transport, indiquer la liste des prélèvements et le faire signer par la personne qui 
réceptionne au laboratoire. 
 
Identification des prélèvements :  
 
Noter : le numéro d’identification, le type de prélèvements, les initiales du sujet, la date sur :   
- Les étiquettes des tubes : noter le numéro d’identification, initiales, date 
- les lames avec le crayon à papier : noter le numéro d’identification, initiales, date 
- le TDR avec le crayon à papier : noter le numéro d’identification, initiales, date 
 
 Centre de 
Santé 
Le 
N° 
de 
sujet 
E
nfant 
 
Types de 
prélèvements : 
I
nitial 
Date 
Homel = HO 001 
à  
020 
E
N 
veineux : CIRC  G
B 
05/06/
2011 
 
Exemple Enfant : HO001EN - CIRC-  GB – 05/06/11 
 
N° 
indentification 
Type prélèvements Initiales du 
sujet 
Date 
 HO001EN CIRC GB 05/06/
2011 
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COHORTE D’ENFANT 
 
 - Déroulement pratique de l’accouchement (SF ou aide) 
 
Sang veineux : 
- Lors de la consultation, elle réalise un TDR par piqûre au bout du doigt, ainsi qu’un prélèvement veineux 
de 4 ml (2X 4ml CPDA).  
 
Traitement si Paludisme :  
- La SF : si le TDR se révèle  positif, elle traite le patient selon les recommandations officielles, et remet le 
complément du traitement au patient en lui expliquant précisément la posologie et l’importance du 
traitement. 
 
Faire un prélèvement de sang veineux chez l’individu 
 
Chaque prélèvement de sang est fait sur 1 anticoagulant  
2 tubes CPDA (jaune): 4 ml = Parasitologie 
 
- Préparer tout le matériel pour cette étape avant de commencer. 
4) le système vacutainer = aiguille et porte aiguille, Garrot, Compresses imprégnées 
d'Ethanol  
5) tubes vacutainer CPDA, EDTA, Sec 
6) 1 TDR  
7) Lames 
8) Stylo Marqueur + crayon à papier  
 
Identifier :   - les tubes avec des étiquettes : noter le numéro d’identification, initiales, date 
- la lame avec le crayon à papier : noter le numéro d’identification, initiales, date 
- le TDR: noter le numéro d’identification, initiales, date 
 
- Mettre la mère dans une position confortable  
- Attacher le garrot au bras et désinfecter le secteur avec 1 compresse d'éthanol  
- Piquer la veine en utilisant le système vacutainer. 
- Mélanger le sang dans les tubes en retournant lentement les tubes 5 fois.  
- Libérer le garrot ; détachez le système vacutainer  
 
- Prélèvement au bout du doigt pour faire le TDR  
 
2. Ranger  
1) les tubes bien identifiés sur un portoir dans une glacière à 4°C  
2) le TDR bien identifié dans la boîte TDR 
3) noter ce qui a été fait sur la fiche Inclusion. 
4) Noter le résultat du TDR 
5) Noter si vous avez donné un traitement 
Informer (SMS) le technicien de laboratoire quand l'échantillon est positif en TDR ainsi il peut se préparer à la 
mise en culture. 
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Questionnaire d’inclusion et de suivi  ENFANT 
 
Fiche d’inclusion – à remplir par le médecin de l’hôpital  
 
Date : _____________________       HEURE : ________________ Lieu : ________________ 
 
Nom de la personne remplissant le questionnaire : _______________________________   
   
IDENTIFICATION    N° IDENTIFICATION AP : __________  
 
NOM et PRENOM de l’enfant : _________________________________________________ 
NOM et PRENOM des parents : _________________________________________________ 
Age :______________________________(ans + mois)  
Sexe :                                             F                                            M 
Ethnie : __________________  
Quartier d'habitation: ____________________  
Ville d'habitation : ____________________ 
 
HISTORIQUE DU PALUDISME DE L’ENFANT : 
 
L’enfant a-t-il déjà été hospitalisé pour un accès palustre grave ?                                     OUI NON 
Si oui : Combien de fois ?___________________________________ 
  
 Date de la dernière hospitalisation : _____________________ 
 
L’enfant a-t-il pris des antipaludiques au cours des dernières semaines ?                          OUI NON 
  
Si oui, quel(s) médicament(s) ? ___________________________________  
 
L’enfant prend-il une prophylaxie antipalustre ?                                                                 OUI NON 
Si oui : 
 quel médicament ?_________________________________ 
 à quelle posologie ?________________________________ 
 
L’enfant dort-il sous moustiquaire ?                                                                                   OUI NON     
 
 
PALUDISME ACTUEL :  
 
Depuis quand l’enfant a t-il de la fièvre ? ________ (jours) 
 
L’enfant a-t-il eu des convulsions ? _______________________________ 
 
L’enfant a t-il reçu un traitement avant de venir à l’hôpital ? OUI NON 
 Si oui, lequel ? __________________________________________________ 
 A quelle posologie ? ______________________________________________ 
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ETAT CLINIQUE (A REMPLIR PAR LE SOIGNANT) :  
T° axillaire ou anale (à préciser): _____________________   
L’enfant est-il comateux ? ____________________A-t-il des convulsions ?_______________ 
 
Calcul du score de Blantyre : 
 
Décrivez en quelques lignes l’état clinique de l’enfant à son arrivée à l’hôpital : 
............................................................................................................................. .............................................................
................................................................................................................................................................................... 
 
Diagnostic :............................................................................................................................ ....... 
 
PARACLINIQUE 
 
FS DP 
GLYCEMIE 
 
 
Ponction Lombaire 
 
GB  
Protéïnorachie  
Glycorachie  
NFS Taux d’Hb  
VGM  
TCMH  
LEUCOCYTES  
 
Autre bilan paraclinique :  
 
TRAITEMENT 
- Quinine ........................................................................................................................................ 
  Nombre de jour IV …….. 
 Nombre de jour PER OS ……. 
- Autre antipaludiques …………………………………………………………………………… 
……………………………………………………………………………………………………. 
- SG 10%     
- SG 30%     
- Transfusion     
- Anticonvulsants     préciser…………………………………………………………………….. 
- Autres traitements    ……………………………………………………………………………. 
 
EVOLUTION 
 
- Evaluation du Score de Blantyre après quininie :   H2  H4  H6
   
J1  J2  J3   J7 
 
Marquer le délai retour à la conscience ……….. 
- AUTRE PROBLEME (Hémolyse, insuffisance rénale …) 
……………………………………………………………………………………………………… 
    Cotation Résultat 
Mouvement des 
yeux 
-   Dirigés (suit le visage de la mère) 
-   Non dirigés 
1 
0 
 
Réponse verbale -   Appropriée 
-   Inappropriée ou gémissements 
-   Aucune 
2 
1 
0 
 
Meilleure réponse 
motrice 
-    localisation du stimulus douloureux 
-    Retrait du membre à la douleur 
-    Réponse non spécifique ou absente 
2 
1 
0 
 
             Total 0 - 5  
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- Période et durée d’hospitalisation …………………………………………………………………. 
Exéat      
Sortie contre avis médical ou évasion     
Décès     
AUTRE REMARQUE 
……………………………………………………………………………………………………… 
……………………………………………………………………………………………………… 
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Questionnaire d’ACCES Palustre SIMPLE 
 
1. Centre de santé de   AKODEHA   COME 
 
2. Date : _________________  Heure : _________________ 
 
3. Nom infirmier : ___________________________ 
 
 
4. IDENTIFICATION   
  
a. Numéro code du sujet : 3P________.  
b. Prénoms et nom du patient : ………………………………………… 
c. Quartier et ville: _________________  
d. Age : !____! Ans 
e. Sexe :  Homme  Femme 
 
5. TDR:    
    
 fait  non fait  
 
a. Résultat du TDR :    Positif  Négatif  
 
6. Fièvre : _______ °C 
 
7. Si TDR+ 
 
 
a. Prélèvement veineux (2 tube CPDA de 4 ml)   fait  non fait 
b. si non fait pourquoi :       refus  échec   oubli  
c. Traitement        fait  non fait 
d. Quel traitement :  
e. Dose :  
f. Perçu le bon « prise en charge »     oui  non 
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VII. 2 Congrès d’Analyse protéomique et de Spectrométrie de masse  
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VII. 3 Journée Jeunes chercheurs & avenir – René Descartes 
  
 
Etude différentielle des protéines membranaires exprimées à la surface de l'hématie infectée par Plasmodium falciparum, en fonction 
de la symptomatologie. 
Résumé : 
La virulence de Plasmodium falciparum est fonction de sa capacité à séquestrer les érythrocytes infectés (iEs) dans les organes 
profonds de l’hôte.  Elle est liée à la mise en place d’un trafic protéique conséquent au niveau membranaire et sub-membranaire 
de l’iE. Cet adressage protéique aboutit à l’expression d’antigènes variant de surface, dont P. falciparum Erythrocyte Membrane 
Protein-1, PfEMP-1. Cet adhésine présente une affinité pour divers récepteurs de l'hôte impliqués dans la physiopathologie des 
formes graves, telles que le paludisme associé à la grossesse (PAM) et le paludisme cérébral (CM). La diversité de liaison de 
PfEMP-1 est associée à la variabilité de séquence de son domaine extracellulaire. Ce domaine est constitué d’une succession de 
domaines DBL et CIDR en nombre variable. PfEMP-1 est codée par les gènes var classifiés en groupes Ups A, B, C, E  et B/A, 
B/C. Des régions de PfEMP-1 constituées d’une succession établie de 2 à 4 domaines, nommées Domain Cassette, « DC » sont 
retrouvées dans différents isolats. 
L’obtention de données exhaustives par LC-MS/MS a permis d’établir un comparatif du protéome membranaire et hypothétique 
à partir des échantillons PAM et CM en comparaison à des accès simples de paludisme (UM). 
L’identification protéique des PfEMP-1 a montré la singularité de l’expression d’une PfEMP-1 particulière, VAR2CSA chez les 
PAM. Ces résultats corroborent les analyses des transcrits du gène var2csa comme surexprimé chez les PAM, transcrit qu’on 
retrouve également dans les infections de début et de fin de grossesse. Les PfEMP-1 identifiés au sein des CM étaient 
significativement associés aux groupes Ups A et B/A et la plupart des peptides identifiés étaient associés à la cassette DC8 dont 
le transcrit était également surexprimé.  
L’analyse de filter-based feature selection a permis d’identifier un sous ensemble de 13 et 14 protéines assignées comme 
protéines membranaires ou hypothétiques, prédictives des formes de paludisme PAM et CM, respectivement. Parmi ces protéines 
surexprimées chez les PAM, la présence de VAR2CSA valide l’approche d’analyse. PFI1785w a été identifiée et associée au 
PAM, quatre autres protéines apparaissent prédictives de cette forme clinique PFB0115w, PFF0325c, PFA_0410w et PF14_0018. 
Pour les CM, on distingue les protéines PfEMP-2 et antigen-332 comme spécifiques de cette forme clinique. Les autres protéines 
qui émergent de ce groupe sont des protéines de fonction inconnue, dont trois sont assignées comme des protéines exportées. 
L’obtention et l’analyse en LC-MS/MS d’extraits protéiques issus d’isolats de terrain font l’originalité de ce travail et permettent 
la corrélation entre les données cliniques et biologiques. Cette étude confirme les données de transcrits sur la famille des gènes 
var et suggère de nouvelles intéractions protéiques dans le cadre du paludisme associé à la grossesse et cérébral. 
 
 Differential protein expression profiles from Plasmodium falciparum isolates according to clinical forms malaria. 
Summary :  
Plasmodium falciparum is responsible for severe malaria (cerebral malaria, CM and pregnancy associated malaria, PAM). 
During the intra-erythrocytic maturation of P. falciparum, parasite-derived proteins are expressed, exported and presented at the 
surface of the infected erythrocyte (iE) membrane. These include Plasmodium falciparum erythrocyte membrane protein-1 
(PfEMP-1).  PfEMP-1 is a highly polymorphic adherence receptor, variants of which have been assigned to four groups (A-E) 
based on their sequence homology. Semi-conserved types, defined by tandem runs of specific domains (“domain cassettes” 
(DC)), are also recognized. The PfEMP-1 type expressed determines the iE adherence phenotype, and is associated with the 
clinical outcome of infection.  
Parasite isolates from Beninese children or women presenting with, respectively, CM or PAM were collected along with samples 
from patients with uncomplicated malaria (UM). We assessed the transcript level of var genes by RT-qPCR and the expression 
of membrane and hypothetical proteins of Plasmodium by LC-MS/MS.  
Obtaining LC-MS/MS data enabled a comparison of hypothetical and membrane proteome samples from PAM and CM for 
comparison with UM samples. 
The proteomics-based identification of PfEMP-1 showed the expression of a particular PfEMP-1, VAR2CSA, in PAM isolates. 
These results corroborate the analysis of gene transcripts showing that var2csa is overexpressed in PAM, with transcripts found 
in isolates from infections both early and late in pregnancy. The PfEMP-1 variants identified in CM samples were predominantly 
from the Ups groups A and B/A, and most of the peptides identified by LC-MS/MS were associated with the DC8 cassette for 
which the transcripts were also overexpressed.  
Analysis using filter-based feature selection identified subsets of 13 and 14 proteins, assigned either as hypothetical or membrane 
proteins that were predictive of PAM and CM syndromes respectively. The presence of VAR2CSA amongst the proteins 
overexpressed in PAM samples validates the analytical approach. PFI1785w has previously been identified and associated with 
the PAM, whilst four other proteins, PFB0115w, PFF0325c, PFA_0410w and PF14_0018, appear to be also predictive of the 
syndrome. PfEMP-2 protein and antigen-332 were found to be specifically expressed in CM samples. Three other proteins, 
assigned as ‘exported’ but with unknown function, were also associated with CM samples.  
Obtaining and analyzing LC-MS/MS-derived data from protein extracts of field isolates represents the originality of this work 
and it allowed the identification of correlations between clinical and biological data. This study confirms the transcriptional data 
relating to the var gene family and provides evidence of new protein interactions in the context both of malaria associated with 
pregnancy and of cerebral malaria. 
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